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の内容を再利用した。 
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１．序文 
中枢神経原発悪性リンパ腫（primary central nervous system lymphoma: 
PCNSL）は中枢神経系に限局して発症する、び漫性大細胞性 B 細胞リンパ腫 
(diffuse large B cell lymphoma: DLBCL)である 1。DLBCL とは、B 細胞の腫瘍
性増殖を来している疾患のうち、び漫性増殖の病理像を呈するもの全般を指す
ものと定義されており、発症部位は多様でありどこでも発症しうるとされてい
るが、約 60％がリンパ節で発症し、約 40％程度は節外性（主に消化管や骨髄な
ど）に発症すると言われている 2。中枢神経内にのみ発症する PCNSL は DLBCL
の特殊亜型の一つに分類される。PCNSL の好発年齢は 60 歳以降である。先進
国を中心としてその発症率は増加傾向で、原発性脳腫瘍のうち 3－5％を占める
とされている 3。 
PCNSL の診断には様々な方法が用いられており、magnetic resonance 
imaging (MRI)や positron emission tomography/computed tomography 
(PET/CT)による画像診断もその一つであるが、脳悪性腫瘍の中でも頻度の高い
膠芽腫や、炎症性疾患である多発性硬化症などと所見が非常に類似しており、
鑑別は難しく、開頭生検や穿頭生検による病理組織診断のみが標準的診断法と
なっている 4。画像所見の非特異性に加えて、初発症状も脳の解剖学により多
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Table 1 若年者用プロトコール 
IV; 経静脈投与 (intravenous)、PO; 経口投与 (per os)、MTX; メソトレキセート 
(methotrexate)、IT; 髄腔内投与 (intrathecal)、CR; 完全寛解 (complete response)、
PR; 部分寛解 (partial response) 
 
彩であることから、早期診断が難しく、診断までに長時間を要することが多いの
が現状である。 
一番の問題点は予後不良であること、そして、それにも拘らず、他の全身性
に発症するタイプの DLBCL と比較すると予後予測モデルや有効な治療法の確
立が立ち遅れていることにある。これまでに、高用量メトトレキサート 
(Methotrexate: MTX)と全脳放射線療法が最も奏功する治療法として用いられ
ており、最近はそれに加えて、CD20 に対するモノクローナル抗体薬であ
                                         
Induction chemotherapy: 5-7 cycles every 2 weeks 
  IV Rituximab 500 mg/m2 day 1  
  IV MTX 3.5 gm/m2 day 2 
  IV Leucovorin 25mg initiated 24 h after MTX administration every 6 h for 3 days 
  IV Vincristine 1.4 mg/m2 (maximum dose, 2 mg) day 2 
  PO Procarbazine 100 mg/m2 days 1-7 (during odd-numbered cycles only) 
  IT MTX 10mg + PSL 20mg + AraC 30mg between day5-12 (patient with positive CSF  
cytology only) 
   
Consolidation chemotherapy: 2 cycles every 1 month after completion of WBRT 
  IV Cytarabine 3 gm/m2/d (maximum dose, 6 g) day 1,2 
  SC Granulocyte colony-stimulating factor 2 μg/kg day5~ 
                                         
IV intravenous, PO per os, MTX methotrexate, IT intrathecal, SC subcutaneous 
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Table 2 高齢者用プロトコール(the modified version of the EORTC protocol) 
IV; 経静脈投与 (intravenous)、PO; 経口投与 (per os)、MTX; メソトレキセート 
(methotrexate)、IT; 髄腔内投与 (intrathecal)、CR; 完全寛解 (complete response)、
PR; 部分寛解 (partial response) 
 
るリツキシマブ(rituximab)が導入されるようになった。PCNSL の放射線治療
に関する既報のメタ解析によると 5、放射線照射に伴う神経障害の発症率が、60
歳以上だと有意に増加すると報告されているため、初期治療で放射線照射治療
を行うのは 60 歳未満に限定することとしている。また、放射線照射以外でも
MTX の大量投与による合併症リスクも、年齢が上がるほど増加することが予想
されたため、MTX の投与量は投与間隔も、60 歳を境にして分けてプロトコール
が作成された。具体的には、60 歳未満に対する治療レジメンは、Memorial Sloan 
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Kettering Cancer Center のグループにおいて報告されたプロトコール 6をベー
スにして作られており、大量 MTX（3.5g）をベースとして、Rituximab と、
Procarbazine と vincistine, MTX 髄注を加えた治療を 2 週間毎に計 5~7 回行
い、その後放射線照射をした後に大量 cytarabine を投与するというプロトコー
ルである (Table 1)7。一方、60 歳以上は European Organisation for Research 
and Treatment of Cancer (EORTC)において報告された治療法 8をベースにし
て用いられてきた高齢者用のプロトコールである the modified version of the 
EORTC protocol で治療されている (Table 2)。具体的には、1g の MTX を 10
日毎に計 6 回投与し、併行して MCNU、Procarbazine、髄注を行うというレジ
メンである 9-10。高齢者は若年者と比較すると代謝効率が落ちるため、MTX の
毒性を抑えるために中等量の MTX（1g）を小刻みに投与している点と、放射線
照射がレジメンに含まれない点が若年者プロトコールとの大きな違いである。 
両方のプロトコールの治療成績については、60 歳未満の若年者用プロトコー
ルの治療成績は、3 年生存率 69％、3 年無再発生存率 56％7、60 歳以上の高齢
者用プロトコールの場合は 3 年生存率 56％、3 年無再発生存率 30％となってお
り 10、他に報告されている MTX ベースの多剤併用療法及び放射線照射を使用し
たプロトコールと同等の治療成績であった。しかし、当科で行っている治療法以
外にも様々な治療プロトコールがこれまでに報告されているが、どのような薬
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剤を併用することが有力であるかという問題については答えが出ていない。 
実際、治療の進歩に伴って治療成績は改善したものの、他の全身性に発症する
タイプの DLBCL と比較すると、依然として予後不良であり、平均生存期間は 2
－4 年である 3。これまでの PCNSL に関する臨床研究で、意識障害の有無、年
齢、Performance Status (PS)、腎機能などの臨床パラメーターが予後予測因子
として同定されている 9, 11。しかし、大量 MTX の有効な投与量や投与間隔につ
いては、いまだ確立した知見は存在せず、また予後予測の指標となる適切なマー
カーがない。 
PCNSL の予後予測や病態を考える上で有用と思われるのが、遺伝子発現パタ
ーンに基づいた分類、及びそれらと遺伝子変異との関係である。PCNSL は先述
の様に、DLBCL の中の特殊な一亜型である。DLBCL において、遺伝子変異や
臨床予後との関係を考える上で重要な概念が、遺伝子発現パターンに基づいた
分類である。Alzadeh らの研究グループが、DLBCL の腫瘍細胞を cDNA マイ
クロアレイを用いて網羅的に解析することにより，B 細胞分化段階を示唆する
遺伝子発現のパターンからDLBCLを胚中心B細胞型 (Germinal center B-cell-
like (GCB) type）と活性型 B 細胞型 (Activated Bcell-like (ABC) type)の 2 つ
に分類し，更に ABC 群は GCB 群に比べて有意に予後不良を示すことを報告し
た 12。更にその後の 2002 年に National Cancer Institute のグループも同様に
11 
 
マイクロアレイを用いて DLBCL を解析し、DLBCL を GCB type と ABC type,
およびそれらのどちらにも所属しないタイプを type 3 として分類できることを
報告した 13。この type 3 に分類された群は予後解析では ABC type と同様の予
後を示していることから、ABC type とともに non-GCB type という括りで捉え
られる傾向にある 13。また後に Hans らは病理診断の観点からこの分類に注目
し、DLBCL を組織免疫染色を用いて CD10, Bcl-6 および MUM-1 の 3 つ発現
によって GCB type を同定する手法を開発した 14。また、GCB type として同定
されなかった残りの DLBCL 群を non-GCB type とし、National Cancer 
Institute のグループ cDNA microarray 解析における ABC type と type 3 に相
当する群としている 13-14。また、この方法で分類した場合でも、non-GCB が GCB
に比べ有意に予後不良であることが示された 14。CD10，BCL6，MUM1 などの
蛋白の発現は，mRNA の発現パターンによって規定されており、またこの
mRNA の発現パターンの違いは，一般に腫瘍細胞のゲノムの状態の差異に起因
していることが推測できる。つまり，染色体異常や遺伝子異常に代表されるよう
なゲノム異常が，DLBCL の病型に深く関係している可能性が考えられる。近年
になって次世代シークエンサーの登場により造血器腫瘍を対象とした網羅的遺
伝子発現解析が多数施行されており、DLBCL に対しても同様のゲノム異常の解
析が行われており、これまでの報告で多数の遺伝子変異が同定された。
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Pasqualucci 15 や Morin 16 らによる DLBCL の解析から、56~109 の遺伝子に
おいて変異が同定されており、特定の変異は GCB type もしくは non-GCB type
のどちらかに偏って認められる傾向があることを確認した。GCB type に高頻度
に認められる変異の多くはヒストン修飾酵素などのエピゲノム関連因子に関係
する遺伝子（CREBBP，EZH2，EP300 など)であり、一方で NFκB シグナル
伝達経路関連因子をコードする遺伝子（CD79B，MYD88, CARD11 など）の変
異は，non-GCB タイプに集積する傾向が確認された 6, 15-16。具体的には NFκB
関連因子の変異は non-GCB DLBCL 症例の約 67％に 17、またエピゲノム関連
因子の変異は DLBCL の約 48％に 18存在することが確認され、またそれぞれの
系統の遺伝子変異の多くは、互いに排他的である傾向が確認されていることか
ら、DLBCL の病態を把握する上で、これら 2 系統の異常が重要である可能性が
推測される。 
PCNSL は病理組織型が DLBCL であるため、同様に遺伝子発現パターンを確
認することが重要であると予想される。PCNSL の既報によると、遺伝子発現や
遺伝子変異のパターンは全身性に発症した DLBCL とは様相が異なっている。
まず、GCB、non-GCB の占める割合については、DLBCL の場合はともに 50％
前後であるのに対して、PCNSL の場合は報告によって乖離はあるものの、
66~90％が non-GCB タイプに分類され、GCB タイプよりも non-GCB に偏って
13 
 
いる傾向を認めた 19-21。Hans の分類に則って、CD10、BCL6 と MUM1 の発現
率で比較された報告を見ると、まず CD10 は PCNSL の方が DLBCL の場合よ
りも有意に陽性率が低く（PCNSL; 2.4% vs DLBCL; 26.4%）、一方で MUM1 は
PCNSL の方が全身性の DLBCL よりも有意に陽性率が高い（PCNSL; 92.6% vs 
DLBCL; 50.3%）とされており、cDNA マイクロアレイ解析での遺伝子発現パタ
ーンが non-GCB に偏っていることの裏付けとなっていると言える 19。また、
PCNSL においては non-GCB と GCB とで予後の有意差は認められていない 19。 
遺伝子異常の点では、PCNSL に対して行われたゲノム異常の解析においてこ
れまでの報告で多数の遺伝子変異が同定されたが 22-26、全身性の DLBCL と違
うのは、エピゲノム関連因子の遺伝子よりも、NFκB シグナルの活性化に関与
のある MYD88, CD79B, CARD11 などの遺伝子変異の頻度が高い傾向にあるこ
とが報告されている点である 24。 
PCNSL は blood brain barrier によって抹消から遮断された中枢神経内とい
う免疫学的に寛容な環境に限局して発症する腫瘍であり、このようなフェノタ
イプの面でも全身性の DLBCL とは違う特徴を持っている。そのため、全身性
の DLBCL とは別個に解析される必要があると思われるが、PCNSL は発症頻
度が低いことや、手術では診断目的の生検術しか行われないことから、少量の腫
瘍摘出にとどまることが一般的となっており、このため遺伝子解析が可能なサ
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ンプル収集が容易でないことから、その分子遺伝学的解析の障害となっており、
特に遺伝子変異の臨床的意義についての報告は少数に限られている。 
以上のように、PCNSL は造血器腫瘍の中でも極めて予後不良なタイプの疾患
であるのにも拘らず、発症頻度が限定されていることや、腫瘍が頭蓋内にあるこ
とによる腫瘍組織入手の困難さなどから、遺伝子変異の臨床的意義の解明や臨
床への応用を目的としたゲノム解析が充分に行われていないのが現状である。 
そこで、PCNSL の患者の腫瘍組織に対して次世代シークエンサーを用いた網
羅的なゲノム解析を行い臨床情報と対比することにより、下記 3 点を目標とし
て研究を行った。 
 
・研究 1) 高頻度に認められる遺伝子変異を同定し、臨床経過との関連につい
て解析すること。 
・研究 2) 血液中などに含まれている生体物質を指標として検査を行う技術 
である liquid biopsy を 27、PCNSL に対して活用できるか否かを判断する
ために、血中遊離 DNA (cell-free DNA)に対する遺伝子変異解析を行い、そ
の有用性について検討すること。  
・研究 3) 中枢神経外に再発した 5 症例について、原発と再発病変に対して解
析を行い比較をすることで、再発形式及び PCNSL の起源について検討す
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る。 
 
尚、各種臨床検体の使用にあたり、筑波大学附属病院における研究倫理審査委
員会において承認された臨床研究のプロトコールに従って、まずは全ての患者
より書面での同意を得た上で、各種検体を採取し解析を行った (Figure 1)。今
回、研究 1 で取り扱った PCNSL の脳腫瘍検体や患者の骨髄検体については、
臨床研究「造血器腫瘍及び固形腫瘍におけるゲノムおよびエピゲノム異常の網
羅的解析 (H24-75)」に従って管理し、また研究 2 において使用した血清や血漿
については、臨床研究「つくば臨床検査教育・研究センター事業における診療検
体の保管と共同研究での利用 (H22-603)」に則って、つくば i-laboratory LLP
で保管されていた検体を取り寄せ、「造血器腫瘍及び固形腫瘍におけるゲノムお
よびエピゲノム異常の網羅的解析 (H24-75)」に従って解析を行った。 
 
上記 3 研究につき、章立てを行い説明する。 
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Figure 1 各種臨床検体と臨床研究題目との関連について 
  
17 
 
2. PCNSL における MYD88 L265P 変異と予後との
関連について 
 
2. 1 背景 
DLBCL は腫瘍細胞における遺伝子発現を cDNA マイクロアレイで網羅的に解
析することによって，その発現段階の違いから GCB と non-GCB の 2 つに分類
され，non-GCB 群は GCB 群に比べて有意に予後不良を示すことが報告されて
いる 12, 14。 PCNSL は、典型的には、non-GCB タイプの遺伝子発現パターンを
示すことが多いとされている 28。Non-GCB type の DLBCL においては、MYD88、
CD79B および CARD11 遺伝子などのような、NFκB シグナル伝達経路に関係
する遺伝子の変異を高頻度に認める傾向があり 28、実際の MYD88、CD79B お
よび CARD11 の変異アリル頻度は、non-GCB DLBCL において 15〜30％、17
〜23％、8〜18％と報告されている 28。PCNSL ではそれらの遺伝子変異頻度は
40-79％、30-44％および 11-30％と、更に高頻度に検出されていることが示され
ている 23-24, 29。さらに、PCNSL においては他にも何種類かの遺伝子変異が、他
のタイプの DLBCL より高頻度で検出されることが知られており、BTG2（22-
38％）、TBL1XR1（7-23％ 30％）、PRDM1（7-20％）および TNFAIP3（11-
20％）などが例として挙げられる 23-26。 
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一方で、特定の臨床パラメーターを利用した PCNSL 患者の治療成果の予測
についてはいくつか報告があるものの、これらの変異の臨床的関連性は依然と
して不明である。予後との関連が予想される臨床パラメーターの中には、意識レ
ベルの変化とクレアチニンクリアランス（CrCl）の上昇が含まれる 9。年齢> 50
歳、Karnofsky パフォーマンススコア<70（Memorial Sloan-Kettering Cancer 
Center 予後スコア）11;脳脊髄液タンパク質濃度および深部脳構造のリンパ腫の
関与（国際結節性リンパ腫研究グループ予後スコアリングシステム）30などの項
目も、予後因子として同定された。 
DLBCL の場合は non-GCB type の方が GCB type よりも予後が悪いと報告
されており、遺伝子発現パターンが予後に影響していることが示されている 12 
13。また、Non-GCB type の DLBCL には NFκB シグナル伝達経路に関係した
遺伝子変異が集積する傾向にあるため、それらの遺伝子変異が予後に影響して
いる可能性についても推測できる 15-16。実際に、MYD88 遺伝子の変異が DLBCL
の予後に影響していることを報告した論文もある 31。一方で、PCNSL の予後が
不良である原因の一つとして、PCNSL において non-GCB type が高頻度に認め
られることを挙げている報告もあるが、実際には PCNSL において non-GCB 
type と GCB type とで予後の有意差は確認されておらず、ましてこれらの遺伝
子発現パターンと遺伝子変異との関係について考察した報告も認めていないの
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が現状である。そのため、PCNSL においては最近の遺伝子変異に関する知識と
予後因子との関連については未だ明らかになっていない部分が多いと言える。 
 筑波大学血液内科においては、先述した通り 60 歳を境目として治療プロトコ
ールを分けており、60 歳以上の患者に対しては一律で高齢者プロトコールによ
る治療を行っている（全身状態が悪く、化学療法を行うのに適切ではないと判断
される症例は除く）9-10。そこで、PCNSL の臨床転帰に及ぼす遺伝子変異の影響
を明らかにするために、同一の高齢者プロトコールによる治療を受けた患者群
を対象に本研究を行った。 
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2. 2 材料と方法 
臨床検体 
脳外科手術によって切除された PCNSL 腫瘍組織と同患者の骨髄は筑波大学
附属病院から収集され、ゲノム解析は同施設における研究倫理審査委員会承認
のもと行われた（臨床題目：「造血器腫瘍及び固形腫瘍におけるゲノムおよびエ
ピゲノム異常の網羅的解析」 承認番号 H24-75, Figure 1）。臨床試料の研究へ
の利用については、各患者より書面での同意を得た上で行われた。 
すべての症例が 2005 年 3 月~2015 年 5 月の間に診断され、筑波大学附属病
院において European Organisation for Research and Treatment of Cancer 
(EORTC)において報告された治療法 8 をベースにして用いられてきた高齢者用
のプロトコールである the modified version of the EORTC protocol で治療され
ている (Table 1) 9-10。 
臨床パラメーターに関する情報は臨床記録から後ろ向きに収集された。主に、
年齢や Karnofsky Performance Status (KPS)、血清 LDH レベル、深部脳構造
におけるリンパ腫病変の有無、脳脊髄液中のタンパク質濃度、意識障害、および
化学療法開始時のクレアチニンクリアランス (Creatinine clearance; CrCl)など
の臨床情報を確認した。意識レベルについては Japan coma scale (JCS)を用い
て評価し、JCS 0-1 以外の意識レベルを意識障害ありとして定義した。 
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免疫染色 
つくばヒト組織診断センターに依頼し、PCNSL と診断された 42 例分のホル
マリン固定した未染スライドに対して CD10、MUM-1、BCL-6 の抗体を用いた
免疫組織化学的染色を施行した。  
筑波大学附属病院病理部にて、Hans らが以前に提唱した方法を基に、便宜的
に全 42 症例の PCNSL 細胞を GCB 型と non-GCB 型に分類した 14。CD10、
MUM-1、BCL-6 の 3 種類の抗体の有無により判定を行い、CD10 陽性で GCB
型、CD10 陰性かつ BCL6 陰性で non-GCB 型、CD10 陰性で BCL6 陽性の場合
は MUM1 陽性で non-GCB 型、MUM1 陰性で GCB 型と判定した。 
 
DNA 抽出 
QIAamp DNA ミニキット（Qiagen）を用いて、凍結保存していた腫瘍組織及
び、骨髄からゲノム DNA を抽出した。 QIAGEN プロトコールに従って
QIAamp DNA FFPE 組織キットを用いて、Formalin- fixed paraffin-embedded 
(FFPE)からゲノム DNA を抽出した。DNA 濃度は Qubit flourometric（Thermo 
Fisher Scientific）によって測定した。 
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ターゲットリシーケンス 
ターゲットリシーケンスとは、ゲノム全体ではなく、遺伝子の特定の領域を単
離してシーケンスする技術である。必要な領域にだけシーケンスを集中させる
ことにより、研究者は特定の目的領域に時間、費用、およびデータ解析を集中さ
せることができる。 
過去に報告された、PCNSL のゲノム解析に関する論文を参照し、PCNSL に
おいて特に変異アリル頻度が高いと思われる 12 遺伝子を選択した (Table 3)。
同 遺 伝 子 領 域 に 対 す る プ ラ イ マ ー は 、 Ion AmpliSeq Designer 
(https://www.ampliseq.com/browse.action) を 利 用 し て 設 計 し た 。 Ion 
AmpliSeq Library Kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific)のプロトコールに則って、
ライブラリー作製を行った上で、Ion One Touch 2 System を使用してテンプレ
ート調製を行い、Ion PGM (Thermo Fisher Scientific)によりターゲットリシー
ケンスを施行した。本体機器附属の Torrent Suite ソフトウェアを用いて変異解
析を行った（Figure 2）。 
 次に Figure 3 に示したデータ解析パイプラインに則って、変異の絞り込みを
行った。具体的には、まずは Web ベースのアプリケーションである wANNOAR
（http://wannovar.wglab.org/）に、解析で得られたデータをインプットし変異
データのアノテーションを行った。次に synonymous な変異は除外した。骨髄
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もしくは口腔粘膜という正常対照サンプルがあり、こちらに変異がなくて腫瘍
にだけ変異があることを確認した場合は体細胞変異としてリストに残した。ま
た、正常対照サンプルが無い場合は、SNP データベースに登録されている場合
は生殖細胞系列変異とみなしてリストから除外した。また、Variant allele 
frequency が 9％未満のデータについては、サンガーシーケンスによる検証が困
難であるため、今回はこれらもリストからは除外した。 
 
 
Figure 2 Ion Ampliseq system ワークフロー  
(http://www.thermofisher.com/content/dam/LifeTech/Documents/PDFs/jp/catalogs/dl-
ION064-B1404-
OT.pdf#search=%27Ion+AmpliSeq%E2%84%A2+DNA+%E3%82%AB%E3%82%B9%E3
%82%BF%E3%83%A0%E3%83%91%E3%83%8D%E3%83%ABAmpli%27) 
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Table 3 ターゲットリシーケンスによって解析された 12 遺伝子のリスト 
PCNSL において特に発現頻度が高いと思われる 12 遺伝子を選択し,解析を行った。 
 
 
 
Figure 3 データの解析パイプライン  
B2M
BTG2
CARD11
CD79B
MYD88
PIM1
PRDM1
TBL1XR1
TNFAIP3
TOX
PRKCD
TMEM30A
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サンガーシーケンス 
ターゲットリシーケンスにて検出された遺伝子変異に対して、サンガーシー
ケンスによる検証を行った。 
検出された遺伝子変異の近くの遺伝配列を参考にした上で、プライマーを
Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)を用いて設計
し作成した (プライマー一覧, Table 4)。各々の検体から抽出した DNA に対し
て、KOD plus Neo (TOYOBO Life Science, Osaka, Japan)を耐熱 DNA ポリメ
ラーゼ (DNA polymerase)として用いて PCR を行った。 
増幅プロトコールは 94℃で 1 分、その後 98℃で 10 秒 68℃で 30 秒の 2 ステ
ップサイクルを 39 サイクル、終了後に 4℃で保存した。この PCR 産物を、
Exosap  IT (Thermo Fisher Scientific) で精製した後に、 ABI Big dye 
terminators で反応させ、ABI 3130 genetic analyzer を使用して DNA 配列を
解析した。 
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Table 4  使用したプライマーの一覧  
gene
mutation
1 TCTTGTGGACCCGCACTTC CGGCATGCGCTCACCTG
1 GCGACATGAGCCACGGGAA CCGCAGGAGTAGAAGAAAGACGG
2 CTCTCCTCCTGTCCCTTGAC GTCCATCTTGTGGTTGATGCG
2 GAGGTGTCCTACCGCATTGG ACAGTTCCCCAGGTTGAGGT
2 GTAACGCTGTCTTGTGGACC CCCTCGGCATGCGCTC
2 ATGAGCCACGGGAAGGGAAC CCGCAGGAGTAGAAGAAAGACG
2 CTGGTCCTGTCTCCACAGAGC CCTCGTACAAGACGCAGATGG
2 ACCCCTATGAGGTGTCCTACC GAGGTATGTGGTGGCCTGTT
5 CTTAGATGGGGGATGGCTGT GGAACTCTTTCTTCATTGCCTTGTAC
4 GTGTGTCTGACCGCGATGT CCTGTGGCAACTTAGTTCAGC
4 GGCCCTTCCTGAAGCTATTCC AGAGGCCCCACCTACACATT
2 CACAGGACATAGTCGCACACA GTAGCTCCGGGAACATAGAGG
5 CCAACCACACCAGCAGATAGT TCTTGCAGAATGCACCTCACT
5 GGTGCTCACCTACAGACCAC TACGAGGTAAGGAGAGGGGC
5 TGTCCGCAGCGTCACTATG GGGACACTAACACTCTGATCTCC
5 CCTCTCCTTACCTCGTAGGTGT CCACTGGCTCACCAATTCAA
5 GTCCGCAGCGTCACTATGT CTGGGGGACACTAACACTCTGA
5 CAACCACACCAGCAGATAGT TCTTGCAGAATGCACCTCAC
5 GCAGCTTGATGACCTCGTTC TGGGCAGAGTGAGTAAAGAGC
5 GCAGCTTGATGACCTCGTTC CAAGGCTGTGAGTCTCGCTC
5 GCAGCTTGATGACCTCGTTC TGGGCAGAGTGAGTAAAGAGC
5 GAAGGTTAGCAGCTCCACGC TGCGTCTGGAACCTCCTTT
8 TCACAGTCCTTTCCCAGGGT GACCATGCCAGCTTAGGGAG
8 GTCCTTTCCCAGGGTCGAG CCTTGAGCCCCAACAGTCAG
9 GCTTGCTCTCCAGGTTGACGAT TGGGTTGGGATGATGCCTGTC
9 GGTCCAGGTTGTTGCTGTCCTT TGGGGTGCAACCCCCAAAG
13 GTAAGGAGGCTTGGCATGGTG GAATTGAGTCCCTGCGTGTGT
15 GGCAAGGGGTCTTTATCCCA GCCACCCCTGGTACTGATGG
15 AACATGAGGTTGACCTGCTCCAG CTGCCCGGGAAGAGTAGGGA
21 GCGGTCCCCATGTACCTTC GCAGCACCCTGTCTGTTTAGA
3 CGAGGGAACCTGACGGAGA GACCACTTCCATGGGCACTC
3 GACCGGATTTCCGACTGGG CTCCAGGATCAGGACGAAACT
4 CCCGACAGTTTCGTCCTGAT ACCCGAAGTCGATGAGCTTG
4 GACGAGGGAACCTGACGG CTCACCTTCTTCAGCAGGACC
4 AGAAGGACCGGATTTCCGAC TCTCCAGGATCAGGACGAAAC
4 CTCGCCCCTGCAGCCTAAT CTCCAGCACCTGCCAGAAG
4 TCGACTTCATCACGGAAAGGG CCGTGTAGACGGTGTCCTTG
5 GCAGACATGCATCCCTTCAT CTCTGGGCTAAGGAGAGTGGA
5 GAGTGGATCCGCTACCATCG GCCAGGGGTTTCCATCAGTT
5 CACAGGGACCCGAGTGTATAG GGCCAGGGGTTTCCATCAGT
BTG2
MYD88
CD79B
CARD１１
PIM1
Exon Forward Reverse
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Table 4 の続き 
  
gene
mutation
3 CTCAGTACATGTGGGGCGTT AGGGGGAAAAACCTACCCGA
3 GTCCCCTAGAATAGCAGTAGGG GAACAGCGCCTTCCTCAGTA
7 CTTTTGGTCTTCAGGTTGGATG GCACTCATGGCATAAAGGCTG
7 CTTTTGGTCTTCAGGTTGGATGA TCACAGACATGAAGAAGGGGC
9 CTCTGCATGGAGTGTCAGCA GAGGTGACCCACCTGTTTCC
1 GATTCTGGGCGCTGGGAAAGA GGATAACACGGCCTTCAAACAGC
3 AGCAAAGCACTAGAATCTCCATT GGTGGAATTTACCCCACTACCTA
8 AACAACAAAGTAAGAAGGAAAATGC TGGCACTCACAAGTAGGCAA
10 CTGTTGCTTGGCTTCACCAG AGCCTTGTGGTACTATTTGGGA
10 GCAAGCTCCAGCTTTCACGTA TAGCCTTGTGGTACTATTTGGGA
10 AGCAAGCTCCAGCTTTCACG AGCCTTGTGGTACTATTTGGGAT
11 AGGTTTCTTACCGTATGTCCTTG CTTTGTTCCTTTGCAGCACC
11 CTTACCGTATGTCCTTGGAATGT ACAATGGTTCAAAGCTAAAACTCT
11 AGGTTTCTTACCGTATGTCCTTG CTTTGTTCCTTTGCAGCACC
11 AGGTTTCTTACCGTATGTCCTTGG CTTTGTTCCTTTGCAGCACCA
14 ACATACCTGCGTGTTCCAGA GCAAGGCTGGGGGAGTATTT
1 CTGGCTTGGAGACAGGTGAC GACTCACGCTGGATAGCCTC
2 GCTTGACACCAAGTTAGCCC ATGTCGGATGGATGAAACCCA
2 GTCTGGGTTTCATCCATCCGA AAGTCACATGGTTCACACGGC
2 GTGGACAGAGGCTGAGTTTG GGCAAGTAGGGAGATTTGGC
2 TACATTGTGAACGACCACCCC GGCAAGTAGGGAGATTTGGCA
2 GTGGACAGAGGCTGAGTTTGA AGGCCTCAAGGGCAAGTAG
2 CCTGGGATTCTGGTGCTGAT AGGCCTCAAGGGCAAGTAGG
4 GCGCTATGTGAATCCAGCAC GGGGCAGAACCGACATTACT
4 CGCTATGTGAATCCAGCACAC GTTCAAAGGGGCAGAACCGA
6 GCCAAGTTCCCAACGATGAA CAAAGTGAGTGAGCGGGGAC
15 GCATTTCTTGCTCCTGGAAGTG GGATCCTGCTTGGAGCATTTCA
17 GTCCCCCTTCCATGGTGAT CTGCCATTCCAGAGACAGGAAG
1 GTGGAAACAAAAGCAGAGCGT AGACACCTCACTCTGTTCCG
5 GATTTTGGCCCTTGATGGCG CCAAATTGTCTCAGTCCCCCT
5 GATGGCGGCCTGAGTATCAC GTCCCCAAATTGTCTCAGTCCC
TNFAIP3
TMEM30A
Exon Forward Reverse
TBL1XR1
B2M
PRDM1
PRKCD
TOX
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統計解析 
各生存者において、0 日目は高齢者プロトコールによる治療が開始された日と
して定義した。 
全生存期間（overall survival: OS）は、0 日目から死亡した日（死因は問わな
い）までの期間と定義し、無増悪生存期間（progression free survival: PFS）は、
0 日目から PCNSL の進行またはそれに伴って死亡した日までの期間として定
義した。全てのデータは Easy R (EZR)で分析した 32。 
遺伝子変異および臨床因子が PFS または OS に及ぼす影響を調べるための単
変量解析は、Wilcoxon 検定によって行った。 
OS や PFS の独立した予測因子は、Cox の比例ハザードモデルによって多変
量解析を行うことで分析し、結果はハザード比（HR）および 95％信頼区間（CI）
として示した。 
全ての計算において両側検定を施行し、全ての分析において p＜0.05 を有意
であると見なした。 
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2. 3 結果 
臨床検体 
脳外科手術により切除された 48 症例の PCNSL 腫瘍組織及び骨髄を得ること
ができた。そのうち 1 症例においては HIV 感染が確認されたため除外とした。
また、2 症例においては腫瘍組織から抽出した DNA を Qubit flourometric に
より測定したところ、十分な量の DNA を採取できなかったため除外した。残り
45 症例については手順に従ってライブラリー作製を行ったが、うち 3 症例にお
いてはライブラリーの濃度が低かったため除外とした。最終的に、残り 42 症例
に対して後方視的に解析を行った。 
また、正常コントロールとして骨髄や口腔粘膜が使用可能だったのは症例中
25 症例であり、これらについては手順に従ってサンガーシーケンスを行い、腫
瘍から検出された遺伝子変異が体細胞変異か生殖細胞系列変異か検証するため
に使用した。 
本研究で収集された PCNSL は病理学的評価により全て DLBCL と診断され
た。方法の項で述べた通り、Hans の分類法を使用して遺伝子発現パターンの鑑
別を行った結果、42 症例中 7 症例が GCB 型であり、35 症例が non-GCB 型で
あることが明らかとなった (Table 5, 6)。 
30 
 
 
Table 5 PCNSL の腫瘍組織標本に対する免疫染色の結果 
GCB; germinal center B cell, Hans; Hans の分類 
 
  
ID CD10 BCL6 MUM1 Hans
T1 - - + non-GCB
T2 - + + non-GCB
T4 - - + non-GCB
T5 + + + GCB
T6 + + + GCB
T8 - + + non-GCB
T9 - + + non-GCB
TP5 - - + non-GCB
TP7 - + + non-GCB
TP12 - + + non-GCB
TP15 - + + non-GCB
TP17 - + + non-GCB
TP18 - + + non-GCB
TP23 - + + non-GCB
TP25 - + + non-GCB
TP26 - + + non-GCB
TP28 - + + non-GCB
TP29 - + + non-GCB
TP31 - + + non-GCB
TP35 + + + GCB
TP36 - + + non-GCB
TP37 - + + non-GCB
TP39 - + + non-GCB
TP41 - + + non-GCB
TP42 - + + non-GCB
TP43 - - + non-GCB
TP44 - + + non-GCB
TP46 - - + non-GCB
TP48 - + + non-GCB
TP49 - + + non-GCB
TP51 - + + non-GCB
TP52 + + + GCB
TP53 + + + GCB
TP54 + + + GCB
TP57 - + + non-GCB
TP71 + + + GCB
TP72 - + + non-GCB
TP77 - + + non-GCB
TP79 - + + non-GCB
TP80 - + + non-GCB
TP82 - + + non-GCB
TP83 - + + non-GCB
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Table 6 PCNSL 患者の臨床情報 
本研究における PCNSL 患者の臨床情報を示す。 
BM; 骨髄 (Bone marrow), DLBCL; び漫性大細胞性 B 細胞リンパ腫 (DLBCL), FCP; 
frozen cell pellet, FFPE; Formalin- fixed paraffin-embedded, Germline control; 正常コ
ントロール, GCB; germinal center B cell, Hans; Hans の分類 
  
Sample ID Age Sex Diagnosis Hans Germline Control Status of DNA Date of biopsy
T1 65 male DLBCL non-GCB BM Frozen tissue 2009/7/12
T2 68 male DLBCL non-GCB BM Frozen tissue 2010/9/22
T4 65 male DLBCL non-GCB BM Frozen tissue 2007/10/29
T5 72 female DLBCL GCB BM Frozen tissue 2008/9/12
T6 67 male DLBCL GCB BM Frozen tissue 2009/9/3
T8 69 male DLBCL non-GCB BM Frozen tissue 2012/6/5
T9 62 female DLBCL non-GCB BM Frozen tissue 2012/7/2
TP5 74 male DLBCL non-GCB FFPE 2010/10/26
TP7 68 male DLBCL non-GCB FFPE 2013/7/11
TP12 74 male DLBCL non-GCB FFPE 2013/2/13
TP15 66 male DLBCL non-GCB FFPE 2013/4/18
TP17 58 male DLBCL non-GCB BM FFPE 2013/5/15
TP18 63 male DLBCL non-GCB BM FFPE 2005/5/11
TP23 66 male DLBCL non-GCB BM FFPE 2014/3/27
TP25 76 male DLBCL non-GCB BM FFPE 2013/10/8
TP26 64 male DLBCL non-GCB FFPE 2005/8/24
TP28 78 female DLBCL non-GCB BM FFPE 2014/11/25
TP29 72 female DLBCL non-GCB FFPE 2015/1/6
TP31 78 male DLBCL non-GCB BM FFPE 2010/8/16
TP35 62 female DLBCL GCB BM FFPE 2009/4/6
TP36 76 male DLBCL non-GCB BM FFPE 2008/12/11
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Table 6 の続き  
TP37 68 female DLBCL non-GCB FFPE 2005/10/4
TP39 64 female DLBCL non-GCB BM FFPE 2005/8/2
TP41 68 female DLBCL non-GCB FFPE 2011/5/3
TP42 62 female DLBCL non-GCB BM FFPE 2005/3/16
TP43 73 male DLBCL non-GCB BM FFPE 2006/5/9
TP44 61 female DLBCL non-GCB BM FFPE 2006/8/25
TP46 71 male DLBCL non-GCB Buccal FFPE 2008/1/18
TP48 65 male DLBCL non-GCB BM FFPE 2008/1/15
TP49 62 female DLBCL non-GCB BM FFPE 2009/9/24
TP51 74 male DLBCL non-GCB FFPE 2011/5/26
TP52 70 male DLBCL GCB Buccal FFPE 2011/11/28
TP53 82 female DLBCL GCB FFPE 2012/5/18
TP54 61 male DLBCL GCB BM FFPE 2012/6/25
TP57 80 male DLBCL non-GCB BM FFPE 2012/10/20
TP71 68 male DLBCL GCB FFPE 2014/3/5
TP72 68 female DLBCL non-GCB FFPE 2013/11/11
TP77 67 female DLBCL non-GCB FFPE 2014/5/29
TP79 76 female DLBCL non-GCB FFPE 2014/6/4
TP80 67 male DLBCL non-GCB FFPE 2014/12/22
TP82 67 female DLBCL non-GCB FFPE 2014/10/3
TP83 75 male DLBCL non-GCB FFPE 2014/7/28
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ターゲットリシークエンス解析 
全症例における標的エクソン部分におけるシークエンス深度 (coverage)は 
1901 (range, 776 – 3365 x)と遺伝子解析に充分な結果が得られた．その結果 42
症例中38症例(90.4％)において1種類以上の変異が検出された。なかでも特に、
MYD88 (67%), CD79B (43%), TBL1XR1 (24%), TNFAIP3 (12%)などの B 細胞
受容体シグナル伝達経路、NF-κB シグナル伝達経路に関連する遺伝子において、
高頻度に変異が認められ、また B2M (11.9%)のような免疫監視機構に関連する
遺伝子や、PRDM1 (24%), TOX (11.9%)などのような B 細胞成熟に関連する遺
伝子の変異も認められた。更に、異常な体細胞超変異の対象としてしられている
PIM1 (69%)の遺伝子変異についても高頻度に認められた (Figure 4, Table 7)。 
 
Figure 4 各 PCNSL 検体における体細胞変異数 
ターゲットリシーケンスで代表的な 12 遺伝子を標的とした解析を行った。個々の症例で、
変異が検出された遺伝子に色を付け、また遺伝子の機能ごとに分けて示した。なお、MYD88、
CD79B、BTG2 などの遺伝子については、hot spot における変異の有無についても同様に
示した。 
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Table 7  Ion Ampliseq による体細胞変異の確認 
代表的な 12 遺伝子を標的とした解析をターゲットリシーケンスで行った。 
frameshift deletion; フレームシフト欠失変異, frameshift insertion; フレームシフト挿入
変異, nonframeshift substitution; フレームシフト以外の原因による塩基置換, 
nonframeshift deletion; フレームシフト以外の原因による欠失変異, nonsynonymous; 非
同義変異, Ref Seq; 核酸データの Accession 番号 (reference sequencing), stop gain; 終止
変異 
 
Sample
ID
Annotated
gene
Mutation type RefSeq
Nucleotide
change
Amino Acid
Change
Variant
Allele
Frequency
TP15 B2M nonsynonymous SNV NM_004048 c.A1T p.M1L 77.1
TP28 B2M frameshift deletion NM_004048 c.247_248del p.Y83fs 24.1
TP49 B2M frameshift deletion NM_004048 c.37_38del p.L13fs 44.3
TP49 B2M stopgain NM_004048 c.C90G p.Y30X 44.8
TP52 B2M frameshift insertion NM_004048 c.93dupA p.S31fs 38.6
TP72 B2M nonsynonymous SNV NM_004048 c.C215T p.S72L 15.2
T9 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G5A p.S2N 30.9
T9 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.A107C p.K36T 54.1
TP5 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G133A p.A45T 34.3
TP5 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G162C p.W54C 33.5
TP5 BTG2 frameshift deletion NM_006763 c.255_264del p.I85fs 32.3
TP5 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G335C p.R112P 32.6
TP5 BTG2 frameshift deletion NM_006763 c.338delT p.I113fs 32.5
TP15 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.C28T p.L10F 48.3
TP15 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.C62G p.S21C 47.7
TP15 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G83T p.G28V 47.7
TP31 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G11T p.G4V 43.5
TP31 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G27A p.M9I 43.6
TP31 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.C28T p.L10F 36.7
TP31 BTG2 nonframeshift substitution NM_006763 c.195_196GT p.Y65X 29.8
TP31 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G341C p.G114A 27.7
TP31 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.C407G p.T136S 46.2
TP31 BTG2 frameshift deletion NM_006763 c.462_472del p.M154fs 25.4
TP48 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.A152G p.K51R 48.3
TP49 BTG2 frameshift deletion NM_006763 c.354_376del p.S118fs 15.6
TP52 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.C154T p.H52Y 13.8
TP71 BTG2 frameshift deletion NM_006763 c.255_264del p.I85fs 13.2
TP71 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G335C p.R112P 16.9
TP71 BTG2 frameshift deletion NM_006763 c.338delT p.I113fs 15.8
TP77 BTG2 frameshift deletion NM_006763 c.255_264del p.I85fs 13.5
TP77 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G335C p.R112P 12.4
TP77 BTG2 frameshift deletion NM_006763 c.338delT p.I113fs 12.6
TP79 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G92A p.S31N 43.8
TP79 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.T356C p.I119T 29.8
TP82 BTG2 frameshift deletion NM_006763 c.255_264del p.I85fs 12.3
TP82 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G335C p.R112P 12.6
TP82 BTG2 frameshift deletion NM_006763 c.338delT p.I113fs 13.0
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TP83 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.C58T p.L20F 48.1
TP83 BTG2 nonsynonymous SNV NM_006763 c.G335C p.R112P 9.4
T2 CARD11 nonframeshift deletion NM_032415 c.1030_1032del p.344_344del 33.6
TP15 CARD11 nonsynonymous SNV NM_032415 c.T538G p.Y180D 24.8
TP15 CARD11 nonsynonymous SNV NM_032415 c.C383T p.T128M 21.5
TP23 CARD11 nonsynonymous SNV NM_032415 c.A1240G p.N414D 10.1
TP42 CARD11 nonsynonymous SNV NM_032415 c.C383T p.T128M 82.2
TP42 CARD11 nonsynonymous SNV NM_032415 c.A293T p.Y98F 79.4
TP51 CARD11 nonsynonymous SNV NM_032415 c.G1876A p.E626K 27.9
TP57 CARD11 nonsynonymous SNV NM_032415 c.G1741A p.A581T 41.9
TP71 CARD11 nonsynonymous SNV NM_032415 c.C2801T p.S934L 41.5
TP71 CARD11 nonsynonymous SNV NM_032415 c.C2582T p.T861I 10.8
TP71 CARD11 stopgain NM_032415 c.C2539T p.Q847X 14.0
TP72 CARD11 nonsynonymous SNV NM_032415 c.C1838T p.P613L 33.5
T1 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.C555A p.D186E 27.0
T2 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T586C p.Y196H 32.5
T5 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T586C p.Y196H 52.6
T8 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.A590G p.E197G 12.1
TP5 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.A587T p.Y196F 61.7
TP12 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.A587C p.Y196S 43.3
TP23 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T586G p.Y196D 30.0
TP26 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T586G p.Y196D 46.6
TP31 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.A587C p.Y196S 37.1
TP36 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.A587C p.Y196S 47.4
TP42 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.A587G p.Y196C 39.6
TP43 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T586G p.Y196D 47.3
TP44 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.A587G p.Y196C 48.9
TP49 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.G613C: p.A205P 46.3
TP49 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.C68T p.A23V 44.2
TP49 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.G557C p.S186T 48.2
TP51 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T596C p.L199P 30.2
TP52 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T586C p.Y196H 29.2
TP52 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.C538A p.L180M 15.0
TP52 CD79B stopgain NM_000626 c.C360G p.Y120X 14.4
TP52 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.G224A p.S75N 24.6
TP53 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T586C p.Y196H 57.0
TP71 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T586C p.Y196H 33.1
TP72 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T586A p.Y196N 37.1
TP79 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.A587G p.Y196C 43.9
TP82 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T586G p.Y196D 23.9
TP83 CD79B nonsynonymous SNV NM_000626 c.T586G p.Y196D 47.8
T1 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 24.2
T2 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 31.8
T4 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 49.2
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T5 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 44.2
T9 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 34.1
TP7 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 28.8
TP12 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 40.0
TP15 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 45.8
TP18 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 84.7
TP25 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 24.2
TP26 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 30.6
TP28 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 22.8
TP31 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 38.2
TP35 MYD88 nonsynonymous SNV NM_002468 c.G728A p.S243N 76.5
TP36 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 69.2
TP37 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 52.2
TP42 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 39.2
TP44 MYD88 stopgain NM_002468 c.C773T p.P258L 28.0
TP46 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 36.5
TP48 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 43.1
TP49 MYD88 stopgain NM_002468 c.C773T p.P258L 44.6
TP51 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 34.5
TP52 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 39.2
TP53 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 44.3
TP57 MYD88 nonsynonymous SNV NM_002468 c.T695C p.M232T 49.1
TP71 MYD88 nonsynonymous SNV NM_001172567 c.G707A p.G236E 12.4
TP71 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 9.2
TP72 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 25.6
TP72 MYD88 stopgain NM_002468 :c.C867G p.Y289X 11.8
TP72 MYD88 nonsynonymous SNV NM_002468 c.C874T p.P292S 12.8
TP77 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 34.3
TP79 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 60.7
TP80 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 51.5
TP82 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 46.6
TP83 MYD88 stoploss NM_002468 c.T794C p.L265P 63.9
T2 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.A158C p.Y53S 43.9
T2 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C202G p.H68D 35.3
T2 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G290C p.S97T 31.0
T2 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.T308G p.V103G 30.7
T2 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C379G p.Q127E 30.6
T4 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G285T p.K95N 79.5
T5 PIM1 nonframeshift deletion NM_002648 c.377_379del p.126_127del 87.1
T8 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C202A p.H68N 9.2
TP5 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C886T p.P296S 31.0
TP5 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C896T p.T299I 30.7
TP15 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G237C p.E79D 28.6
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TP15 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G437A p.S146N 29.7
TP15 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C490G p.L164V 23.3
TP17 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G365A p.R122K 77.3
TP23 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C224A p.S75Y 24.6
TP23 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G296A p.G99D 25.9
TP23 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G154T p.V52F 14.8
TP25 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G210C p.E70D 16.3
TP25 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C373T p.P125S 33.6
TP25 PIM1 stopgain NM_002648 c.G403T p.E135X 34.8
TP25 PIM1 nonframeshift deletion NM_002648 c.426_461del p.142_154del 34.7
TP26 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.A397G p.I133V 43.2
TP26 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C427G p.L143V 43.4
TP26 PIM1 stopgain NM_002648 c.G447A p.W149X 39.8
TP26 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G451A p.V151M 39.7
TP29 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C259T p.P87S 26.1
TP29 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G286T p.V96L 38.1
TP31 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G641A p.R214H 83.2
TP31 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C721G p.P241A 88.5
TP31 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G757A p.V253I 87.1
TP35 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G437A p.S146N 43.1
TP37 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C127G p.L43V 96.9
TP37 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G208A p.E70K 19.3
TP37 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G286A p.V96M 19.0
TP37 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C373T p.P125S 18.9
TP37 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C373G p.P125A 76.8
TP37 PIM1 stopgain NM_002648 c.C379T p.Q127X 19.7
TP37 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G686A p.G229E 48.7
TP37 PIM1 nonframeshift substitution NM_002648 c.870_871AT p.Q291X 44.8
TP43 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C373T p.P125S 59.6
TP44 PIM1 frameshift deletion NM_002648 c.173_179del p.V58fs 34.7
TP44 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C373T p.P125S 11.4
TP46 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G164A p.G55D 29.6
TP46 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G290C p.S97T 22.2
TP48 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G193C p.A65P 45.4
TP48 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G235C p.E79Q 36.7
TP48 PIM1 stopgain NM_002648 c.C379T p.Q127X 76.4
TP49 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G295A p.G99S 84.4
TP51 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C259T p.P87S 55.2
TP51 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C291G p.S97R 87.1
TP51 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G327C p.W109C 86.6
TP51 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C373T p.P125S 85.5
TP51 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G437A p.S146N 60.9
TP52 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G172T p.V58F 61.6
38 
 
Table 7 のつづき 
 
Sample
ID
Annotated
gene
Mutation type RefSeq
Nucleotide
change
Amino Acid
Change
Variant
Allele
Frequency
TP52 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G208A p.E70K 19.3
TP52 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G237C p.E79D 22.8
TP52 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C302G p.S101C 34.6
TP52 PIM1 nonframeshift substitution NM_002648 c.326_327AA p.W109X 35.1
TP52 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G409A p.G137R 35.9
TP52 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C454A p.L152M 18.2
TP53 PIM1 nonframeshift deletion NM_002648 c.377_379del p.126_127del 83.6
TP71 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G210C p.E70D 13.0
TP71 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C427G p.L143V 16.8
TP72 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G286A p.V96M 24.0
TP72 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G935A p.S312N 65.7
TP77 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G210C p.E70D 21.5
TP77 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G451A p.V151M 46.0
TP77 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C490T p.L164F 42.9
TP77 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.C793T :p.H265Y 39.0
TP79 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.T151C p.S51P 50.4
TP80 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G137A p.S46N 22.4
TP82 PIM1 nonsynonymous SNV NM_002648 c.G437C p.S146T 26.3
TP83 PIM1 stopgain NM_002648 c.G403T p.E135X 11.2
TP83 PIM1 nonframeshift deletion NM_002648 c.426_461del p.142_154del 15.0
T1 PRDM1 stopgain NM_001198 c.C529T p.Q177X 39.9
TP7 PRDM1 stopgain NM_001198 c.C1816T p.Q606X 31.7
TP29 PRDM1 nonsynonymous SNV NM_001198 c.C236T p.A79V 52.4
TP48 PRDM1 frameshift deletion NM_001198 c.284_291del p.S95fs 47.7
TP57 PRDM1 nonsynonymous SNV NM_001198 c.G220A p.G74S 51.4
TP71 PRDM1 nonsynonymous SNV NM_001198 c.C988T p.P330S 15.5
TP72 PRDM1 nonsynonymous SNV NM_001198 c.C1225T p.H409Y 9.8
TP72 PRDM1 nonsynonymous SNV NM_001198 c.C1838T p.T613I 14.4
TP72 PRDM1 nonsynonymous SNV NM_001198 c.G1880T p.G627V 9.9
TP77 PRDM1 stopgain NM_001198 c.C1756T p.Q586X 43.5
TP79 PRDM1 stopgain NM_001198 c.C673T p.Q225X 91.9
TP83 PRDM1 nonsynonymous SNV NM_001198 c.G26A p.R9H 80.7
TP83 PRDM1 frameshift deletion NM_001198 c.1042_1043del p.K348fs 81.9
T4 PRKCD nonsynonymous SNV NM_006254 c.G1363A p.A455T 88.7
TP72 PRKCD nonsynonymous SNV NM_006254 c.C1696A p.H566N 9.6
TP72 PRKCD nonsynonymous SNV NM_006254 c.G515A p.C172Y 11.0
TP72 PRKCD nonsynonymous SNV NM_006254 c.A936G :p.I312M 12.9
T2 TBL1XR1 nonsynonymous SNV NM_024665 c.T1044A p.H348Q 29.4
TP5 TBL1XR1 nonsynonymous SNV NM_024665 c.G740A p.G247E 31.5
TP7 TBL1XR1 nonsynonymous SNV NM_024665 c.A1337G p.Y446C 30.2
TP15 TBL1XR1 nonsynonymous SNV NM_024665 c.A1058G p.N353S 41.4
TP36 TBL1XR1 nonsynonymous SNV NM_024665 c.T1381C p.S461P 39.1
TP37 TBL1XR1 nonsynonymous SNV NM_024665 c.T1096C p.S366P 45.3
TP37 TBL1XR1 nonsynonymous SNV NM_024665 c.C926T p.A309V 49.4
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TP49 TBL1XR1 nonsynonymous SNV NM_024665 c.C869G p.T290R 91.3
TP51 TBL1XR1 nonsynonymous SNV NM_024665 c.A920G p.H307R 31.6
TP71 TBL1XR1 frameshift deletion NM_024665 c.322_352del p.A108fs 31.8
TP72 TBL1XR1 stopgain NM_024665 c.G1406A p.W469X 17.5
TP72 TBL1XR1 nonsynonymous SNV NM_024665 c.G1082A p.G361D 11.7
TP72 TBL1XR1 nonsynonymous SNV NM_024665 c.C152T p.S51F 10.9
TP23 TMEM30A nonsynonymous SNV NM_018247 c.T160C p.F54L 12.7
TP72 TMEM30A nonsynonymous SNV NM_018247 c.C716T p.P239L 9.2
TP72 TMEM30A nonsynonymous SNV NM_018247 c.C397T p.R133C 13.6
TP23 TNFAIP3 nonsynonymous SNV NM_006290 c.C1084A p.Q362K 15.2
TP43 TNFAIP3 frameshift deletion NM_006290 c.2268delC p.D756fs 97.5
TP53 TNFAIP3 nonsynonymous SNV NM_006290 c.G301A p.G101S 36.0
TP57 TNFAIP3 nonsynonymous SNV NM_006290 c.T380G p.F127C 48.1
TP72 TNFAIP3 nonsynonymous SNV NM_006290 c.G451A p.E151K 9.2
TP72 TNFAIP3 nonsynonymous SNV NM_006290 c.C1954G p.Q652E 11.6
TP5 TOX nonsynonymous SNV NM_014729 c.C1505A p.P502Q 48.6
TP23 TOX nonsynonymous SNV NM_014729 c.C748A p.P250T 27.0
TP37 TOX frameshift deletion NM_014729 c.32_36del p.Q11fs 51.9
TP72 TOX nonsynonymous SNV NM_014729 c.C1037T p.S346F 9.8
TP72 TOX nonsynonymous SNV NM_014729 c.C328T p.P110S 10.9
TP77 TOX nonframeshift deletion NM_014729 c.65_82del p.22_28del 34.1
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PCNSL では高頻度に MYD88 L265P 変異を認める 
MYD88 遺伝子のホットスポット部位である 265 番目のロイシンがプロリン
に置換される変異 (MYD88 L265P 変異)は 67％と高頻度に認められた (Figure 
5)。MYD88 分子は、Toll/interleukin-1 receptor (TIR) に結合するアダプター
蛋白であり NF-kβ 経路を活性化する。近年、MYD88 L265P は TIR domain と
いう機能ドメインにおける変異であり、こちらが NF-kβ 経路の恒常的活性化を
誘導し、B 細胞の腫瘍化に関与する遺伝子変異であることが報告された 33。 
Figure 5 MYD88 のタンパク質構造と変異箇所 
NFκB 経路関連遺伝子である MYD88 のタンパク質構造及び、本研究で PCNSL において
同定された変異の箇所を示す。TIR ドメイン (Toll/interleukin-1 receptor domain) と
Death ドメインに分かれており、本研究で認められた変異は全て TIR ドメイン内から検出
された。 
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MYD88 L265P は予後と有意に関連する 
観察期間中央値は 26 カ月 (range, 1–105 months)で、3 年 OS は 46％、3 年
PFS は 26％であった。 
これらの遺伝子変異や臨床因子が予後に与える影響について調べたところ、  
単変量解析では、年齢> 75 歳(P = 0.0105)および精神活動の変化(P = 0.0202) 
(Table 8)は OS との有意な負の相関が認められた。 
さらに、MYD88 L265P 変異（P = 0.127）、CrCl> 90mL /分（P = 0.124）お
よび脳深部構造における病変形成（P = 0.0649）は、統計的に有意ではないもの
の、不良な予後に関連する傾向が確認された (Figure 6)。 
多変量 Cox 回帰分析で調整した場合、MYD88 L265P 変異は、有意な予後不
良因子として残った（ハザード比 (HR)、2.903; 95％信頼区間（CI）、1.013-8.323、
P = 0.0474） (Table 9)。 
PFS に関して、CrCl> 90ml /分（P = 0.0286）および意識障害（P = 0.00473）
が PFS との負の相関が有意に認められた (Table 8)。MYD88 L265P 変異（P = 
0.0872、Table 8）は有意ではなかったものの、同変異陽性患者は陰性患者と比
較すると PFS が低下する傾向が認められた（Figure 6）。 
多変量 Cox 回帰分析で調整した場合、MYD88 L265P 変異（P = 0.0303）は、
より高い増悪リスクと有意に関連していた (Table 9)。 
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Table 8 PCNSL の予後因子に対する単変量解析の結果 
遺伝子変異および臨床因子が PFS または OS に及ぼす影響を調べるための単変量解析を、
Wilcoxon 検定により行った。 
尚、多変量解析に含めた項目は赤で表示した。 
 
OS PFS
MyD88 (hot spot) 0.1270 0.0872
BTG2 (hot spot) 0.8420 0.3140
CD79B (hot spot) 0.2310 0.2180
PRDM1 0.8990 0.3940
TBL1XR1 0.4860 0.2480
PIM1 0.3040 0.4580
CARD11 0.5280 0.4770
PRKCD 0.2150 0.6530
TNFAIP3 0.3530 0.9620
B2M 0.7520 0.4590
TMEM30A 0.9950 0.9510
TOX 0.6820 0.8000
Hans classification(GCB-NONGCB) 0.2420 0.4270
Age>75 0.0105 0.1930
Sex 0.6760 0.2340
KPS<70 0.1790 0.2080
Number of lesions 0.3520 0.4600
Involvement of deep brain 0.0649 0.2960
LDH 0.4410 0.9100
CrCl>90 0.1240 0.0286
Altered mentation 0.0202 0.0473
Hemiparesis 0.1930 0.9280
P value
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Figure 6 PCNSL における MYD88 L265P 変異の予後への影響. 
(A)OS および(B)PFS を示す。有意差は認めなかったものの、MYD88 L265P 変異
（MUT-MYD88 L265P）を有する PCNSL 患者は、野生型（WT-MYD88）の PCNSL
患者と比較して OS および PFS が不良となる傾向を認めた。 
 
 
Table 9 PCNSL における予後不良因子に対する多変量解析の結果. 
Altered mental activity; 意識障害, CI; 信頼区間 (confidence interval), Deep brain 
involvement; 脳深部構造における病変形成 HR; ハザード比 (hazard ratio), IPI; 国際予
後指数 (international prognostic index), OS; 全生存率 (overall survival), PFS; 無増悪
生存率 (progression-free survival), CrCl; クレアチニンクリアランス (creatinine 
clearance) 
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2. 4 考察 
この研究により、MYD88 L265P 変異が PCNSL の予後と関連している可能性
があることを示した。MYD88 L265P 変異の医学的、生物学的な意義について
は全身性の DLBCL に関する既報を基に考察することができる。DLBCL の病理
所見における形態学的な特徴と MYD88 L265P 変異との関連を示す報告は今の
ところ確認されていないが、B 細胞分化段階を示唆する遺伝子発現パターンか
ら GCB type と non-GCB type に分けた場合、前者では殆ど MYD88 L265P の
発現が認められないのに対して、後者では 30~40％程度で発現を認めるという
違いがある 17。一方で、PCNSL において MYD88 L265P 変異による遺伝子発
現パターンに与えられる影響が全身性の DLBCL のそれと同様のものか否かを
確認するために、Hans の基準に則って、免疫染色の結果に基づいて分類を行っ
た（Table 5）14。結果、Systemic な DLBCL で認められるような、MYD88 L265P
と non-GCB type との有意な相関は確認できなかった (Table 10)。Hans の分類
を行うにあたって、CD10、BCL６、MUM1 の免疫染色を施行しているが、こ
れらの各々の所見と MYD88 L265P でも有意な関連は確認できなかった。
Systemic DLBCL では GCB type には殆ど MYD88 L265P は認められないとさ
れているが 17、本研究においては、PCNSL42 症例の内、GCB type に分類され
たのは７症例で、うち４症例において MYD88 L265P 変異が陽性であった。 
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Table 10 MYD88 L265P とその他のパラメーターとの相関係数 (Spearman の相関係数) 
ノンパラメトリックな 2 つの変数の間に、単純増加や単純減少の関係がどの程度存在する
かを、順位データを基に数値で表す指標である Spearman の相関係数を使用した。 
Systemic DLBCL と PCNSL の腫瘍病理を比較すると周囲の免疫細胞が
PCNSL においては乏しいという報告もあり 34-35、そもそもこれら二つの腫瘍の
置かれている免疫環境が違うことも考えると、MYD88 L265P と Hans の分類
の際に用いた CD10、BCL6、MUM1 などの発現パターンとの相関関係が、
systemic な DLBCL と PCNSL との間で異なっている可能性が考えられる。こ
の点については、研究 3 の考察の部分で詳述する。 
BTG2 0.224
CD79B 0.1348
CD79B(hot spot） 0.204
PRDM1 0.1581
TBL1XR1 0.1581
PIM1 0.073
CARD11 0.085
PRKCD 0.1581
TNFAIP3 -0.2079
B2M 0.225
TMEM30A -0.079
TOX -0.052
Hans classification(GCB-NONGCB) 0.09
Age ＞75 0.239
Sex 0.069
KPS ＜70 -0.236
Number of lesions 0.034
Involvement of deep brain -0.111
LDH -0.117
CCr ＞90 -0.137
Altered mentation -0.202
Hemiparesis -0.169
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予後の観点から見ると、MYD88 変異は皮膚原発びまん性大細胞型 B 細胞リ
ンパ腫-下肢型や DLBCL, NOS の不良な予後とも関連することが報告されてい
るので、この点で MYD88 L265P 変異に注目することは特に興味深い 31, 36。こ
のことから、クリニカルシークエンスの重要性が示唆された。最近、Pastore ら
の研究で、濾胞性リンパ腫で確認された 7 つのタイプの遺伝子変異の有無を、
既存の濾胞性リンパ腫国際予後指標（FLIPI）に組み合わせることで、m7-FLIPI
という新しい予後アルゴリズムが提案され、こちらに基づいたリスク階層化が
行われた。このアルゴリズムは FLIPI 単独よりも優れていることが示されてい
た 37。同様に、PCNSL の改善された予後アルゴリズムは、遺伝子の変異状態を
臨床パラメーターと組み合わせることによって、将来的に発展させていく必要
がある。 
  
最近のシグナル伝達の研究で、non-GCB-DLBCL の患者、特に MYD88 およ
び CD79A / B 変異の両方を有する患者において、Bruton チロシンキナーゼ阻
害剤である ibrutinib が高い有効性を示すことが報告され、38さらには B 細胞リ
ンパ腫の CNS 再発に対する ibrutinib の有効性が示された 39。 Ibrutinib の
PCNSL 患者への有用性について検証した臨床試験に関する報告も散見されて
おり、特に再発難治の PCNSL に対して 50~77％もの高い奏効率が得られてい
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る 40-41。これは、再発難治の non-GCB タイプ DLBCL に対する奏効率（37％）
38よりも有意に高く、PCNSL における MYD88 変異をターゲットとした治療の
重要性を示唆する結果と考えられる。その一方で、iburutinib による加療を行っ
た後の平均の無再発生存期間は 5 カ月程度とする報告も確認されていることか
ら 41、まだ今後も更なる臨床研究を重ねていき、iburutinib の有用性について確
認する必要がある 42。 
これらの発見からは、MYD88 L265P 変異が PCNSL において認められる様々
な遺伝子変化の中でも特に主要な役割を担う可能性があることが示唆された。
今後、PCNSL のクリニカルシークエンスにおける MYD88  L265P 変異の有用
性についての新たな展望が開かれることが期待される。実際に、MYD88 L265P
変異が PCNSL 患者の不良な OS や PFS と関連することを示すためには、
validation を行う必要があり、そのためには更に症例数を増やした状態で改め
て解析を行う必要があると考えられる。 
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3. PCNSL における cell-free DNA 中の疾患特異的
MYD88 変異の臨床的意義 
3. 1 背景 
原発性中枢神経系リンパ腫（PCNSL）の患者は、適切な診断のために開頭生検
や穿頭生検などの侵襲的外科的処置を受けなくてはならない。しかし、PNCSL
の組織学的診断は、脳の深部に病変形成していることが多く、診断目的での生検
が困難となることが少なくない。したがって、PCNSL の診断の助けとなるよう
な、より信頼性があり、かつ侵襲性の低いバイオマーカー検出方法が必要とされ
ている。 
  近年、非侵襲的診断のための材料として、腫瘍細胞のアポトーシス過程を経て
放出される断片化された DNA である cell-free DNA が注目されている 27。Cell-
free DNA の歴史は、Mandel らによって 1948 年に健常人の血液から発見され
たことに端を発する 43。アポトーシスにより放出された DNA 断片であり、長さ
は通常の DNA と違い 145~170bp 程度で、半減期は 114 分程度と報告されてい
る 44。固形癌および血液悪性腫瘍の両方の患者における cell-free DNA を検出す
るために、これらの腫瘍において同定された多くの遺伝子変異の解析結果が使
用されており、臨床的有用性を示す研究結果が多数報告されている 27, 45-46。cell-
free DNA は濃度と腫瘍体積が強い相関を示すと言われており、ステージ II-IV
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の 非小細胞肺癌患者の 100%、ステージ I の患者の 50%で検出され、進行がん
だけで考えると感度 73％、特異度は 96％との報告がある 47。このことから、治
療開始後のモニタリングや診断ツールとしての有用性に期待が寄せられており、
過去に大腸癌や胃がんの患者における cell-free DNA を用いた術後フォローア
ップに関する有用性が報告されている。Hamakawa らは，p53 遺伝子の異常が
確認された胃がんの外科手術症例において，術前に採取された cell-free DNA に
p53 遺伝子変異を検索し，経過中のそれらの定量値の推移と臨床所見との間に
相関が認められたと報告している 48。Sholer らの報告によると、次世代シーケ
ンサーを用いた大腸がん原発巣の解析にて確認された遺伝子変異をターゲット
とした cell-free DNA の解析が行われた結果、全再発症例において画像検査によ
る再発診断に先立って cell-free DNA から遺伝子異常が検出されており、更に肉
眼的根治切除が行われた症例では，再発症例の約 60％において術後に cell-free 
DNA が一旦は陰性化した後に，3 か月以内に陽性化している 49。このように、
病態進行や治療の過程における耐性獲得などを確認するためのバイオマーカー
としての有用性を挙げることができる。 
Cell-free DNA に対して今後期待されているのは、癌の早期診断への応用であ
るが、その有用性についての報告は限られている。腫瘍の発症に関わる遺伝子異
常を同定し、それを cell-free DNA 中に検出することができれば、血液検査でス
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クリーニングを行うことができる可能性がある。 
  その一方で、近年様々な研究グループにより、PCNSL に対する全エキソンシ
ーケンスやターゲットリシーケンスによる解析を通じて、PCNSL の遺伝子プロ
ファイルが明らかにされてきた。注目すべきことに、NF-κB および B 細胞受
容体シグナル伝達経路に関連する遺伝子の変異は、PCNSL において非常に頻繁
に認められる 22-23, 25-26, 29, 50-51。特に、MYD88 L265P 変異は、PCNSL 患者の
38％-85.4％において検出されているが、逆に非血液学的脳腫瘍の患者では全く
同変異は検出されていない 51。この違いは、MYD88 L265P 変異が中枢神経系
（CNS）腫瘍の PCSNL の鑑別診断に有用であることを示唆している。 
  そこで、本研究においては治療前および治療経過の中で PCNSL 患者の血清
から採取した cell free DNA において、MYD88 L265P 変異がどの程度の感度で
検出されるかを確認すべく、解析を行った。 
 
  
51 
 
3. 2 材料と方法 
臨床検体 
2014 年 4 月から 2017 年 6 月までに、PCNSL と診断された 30 人の患者が筑
波大学附属病院の臨床記録で同定された。うち 5 人は、研究 1 の対象となった
患者である。治療前の脳腫瘍または血清サンプルを入手できなかった 16 人の患
者（研究 1 の解析対象となった 5 人を含む）をこの研究から除外し、残りの 14
人の患者について後方視的に分析した (Table 11)。尚、治療については 60 歳以
上の患者の場合は、研究1の「材料と方法」（11ページ）でも記述した the modified 
version of the EORTC protocol が施行された (Table 2) 9。59 歳以下の場合は、
Memorial Sloan Kettering Cancer Center にて報告された R-MPV 療法をベー
スにして用いられた若年者用プロトコールである the modified R-MPV 
regimen followed by radiotherapy and high dose cytarabine が施行された 7。 
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Table 11 PCNSL 患者の臨床情報 
R-MPV, Chemotherapy regimen of the modified R-MPV regimen followed by 
radiotherapy and high dose cytarabine;  
EORTC, Chemotherapy regimen of the modified version of the EORTC protocol. 
*1 Major axis of the biggest tumor. 
  
ID 
Age Sex Concentration 
of cell-free DNA 
(ng/mL) 
LDH 
(U/L) 
sIL2R 
(U/mL) 
Number 
of tumors 
Size of 
tumors(mm)*1 
Treatment 
regimen 
TP73 55 M 153 192 152 >3 32 R-MPV 
TP87 69 M 107 449 197 1 55 EORTC 
TP89 59 M 2410 204 289 1 22 R-MPV 
TP90 69 M 565 214 748 >3 46 EORTC 
TP92 67 M 990 287 185 >3 14 EORTC 
TP94 66 M 1400 221  >3 20 EORTC 
TP95 72 M 793 182 312 2 30 EORTC 
TP96 74 F 205 240 619 1 30 EORTC 
TP98 75 F 172 138  1 30 EORTC 
TP99 52 M 199.5 190 218 2 33 R-MPV 
TP100 63 M 237 353 381 1 83 EORTC 
TP101 77 M 133 191 281 1 42 EORTC 
TP102 79 M 406 207 268 2 23 EORTC 
TP103 73 F 487 153 236 >3 10 EORTC 
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Cell-free DNA の抽出 
患者から採取された後に、つくば i-laboratory LLP において分離され、保存
されていた 700〜3000μL の血清を取り寄せた。取り寄せた血清からの DNA 抽
出は血液内科にて行った。具体的には QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit 
(Qiagen、Hilden、Germany)を用いて QIAGEN のプロトコールに則った手法
により、cell-free DNA を抽出した。最終的に DNA を 30〜50μL AVE buffer 
(Qiagen、Hilden、Germany) に溶解し、使用するまで-25℃冷凍庫の中で保存
した。 
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ddPCR 
定性的 PCR や、検量線による相対定量を行うリアルタイム PCR に対して、
droplet digital PCR (ddPCR)は、サンプルに含まれる個々の分子の数をカウン
トすることで絶対定量を行うことのできる第 3 世代の PCR と言われている。 
ddPCR は、サンプルを微小区画に分割した上で各微小区画の PCR 産物を検
出し、統計解析を行って DNA を定量する方法である。微小区画作成の際には、
1 ウェル当り 20,000 個の均一な液滴（ドロップレット）を作成する。PCR を行
うことでターゲットとなる DNA が含まれるドロップレット内では増幅が起こ
って蛍光が増し、ターゲットが含まれないドロップレットでは蛍光が起こらな
いため、蛍光の有無でポジティブかネガティブ、つまり「1」か「0」かの判定が
できるようになる。QX-200 droplet reader（Bio-Rad）で１つずつドロップレッ
トの蛍光を測定し、付随する QuantaSoft 分析ソフトウェア（Bio-Rad）によっ
て解析することで、サンプル中に含まれるターゲット DNA のコピー数を定量で
きるという原理である。 
本研究においては、Bio-Rad (Hercules、CA、USA)より ddPCR 用の試薬お
よび MYD88 L265P 変異に対応した遺伝子変異検出用キットを購入した。この
キットにはプライマー1 セットと対立遺伝子に対する 2 種類のプローブが含ま
れており、1 つは野生型（HEX）を検出し、1 つは変異型（FAM）を検出する。
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こちらのアッセイキットで混合サンプルに対する試験を行った場合、解析結果
は Figure 7 の右端に示すように 2D プロットを用いて示され、黒色のクラスタ
ーはネガティブなドロップレット、緑色のクラスターは野生型 DNA のみポジテ
ィブなドロップレットを示す。また、青色のクラスターは変異型のみポジティブ 
なドロップレット、オレンジ色のクラスターは野生型/変異型共にポジティブな
ドロップレットを示す。野生型及び変異型テンプレートの濃度は、各々のクラス
ターのドロップレットの数に基づいて算出される (Figure 7)。 
続いて、実験のワークフローについて示す。 4µl の cell-free DNA を、
2×ddPCR Supermix for Probes（no dUTP）（Bio-Rad）10μL と、65nt の
Amplicon を用いて作られた 1μL の ddPCR 変異アッセイ、超純水 5µL と混ぜ
てできた合計 20µl の混合物を 8 チャネルの disposable droplet generator 
cartridge（Bio-Rad）のサンプルウェルに入れた。 
その後、70 μL droplet generation oil（Bio-Rad）を各サンプルウェルに追加し
た。 
DG8 カートリッジホルダーに disposable droplet generator cartridge を装
着し、Droplet generator（Bio-Rad）内部にセットし、ドロップレットを作成し
た。ドロップレット生成終了後、各ウエル内のドロップレットを 96 ウェル PCR
プレートに注意深く移した。プレートを PX1 PCR Plate Sealer（Bio-Rad）で
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ヒートシールし、サーマルサイクリングに進んだ。増幅条件は、94℃/30 秒間の
熱変性、56℃/1 分間のアニーリング&伸長反応を 40 回繰り返した。PCR の後、
96 ウェル PCR プレートを QX-200 droplet reader（Bio-Rad）にセットした。 
得られた ddPCR データは、QuantaSoft 分析ソフトウェアによって解析した 
(Figure 7)。 
 
 
 
 
Figure 7 ddPCR のワークフロー 
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アンプリコンシーケンス 
アンプリコンシーケンスはターゲットリシーケンスの一種であり、特定のゲ
ノム領域にみられる遺伝的変異を解析する高度なターゲット手法である。PCR
産物（アンプリコン）に対する超ディープシーケンスにより、効率的な変異検出
および特性解明ができるとされている。 
まず、MYD88 のコドン 265 をコードするゲノム領域を増幅するようにプラ
イ マ ー を 設 計 し た  (Table 12) 。 設 計 の 際 は Primer Blast 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)を用いた。腫瘍及び血清、血
漿から抽出したDNAに対して、耐熱DNAポリメラーゼ（TOYOBO Life Science、
Osaka、Japan）を DNA polymerase として用いて PCR を行った。 
PCR プロトコールは以下の通りであった：94℃で 1 分、続いて 98℃で 10 秒、
68℃で 30 秒の 2 ステップサイクルを 39 サイクル、終了後に 4℃で保存した。
この PCR 産物を使用して、Ion Plus Fragment Library Kit（Thermo Fisher 
Scientific）のプロトコールに則ってライブラリー作製を行った上で、Ion One 
Touch 2 System を使用してテンプレート調製を行い、Ion PGM によりアンプ
リコンシーケンスを施行した。本体機器附属の Torrent Suites ソフトウエアを
用いて変異解析を行った。 
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ID  Gene Forward Reverse 
TP73 Tumor 
 
MYD88 
L265P 
GGGATGGCTGTTGTTAACCCT GGTGTAGTCGCAGACAGTGAT 
TP87 Tumor 
TP89 Tumor 
TP90 Tumor 
TP92 Tumor 
TP94 Tumor 
TP95 Tumor 
TP96 Tumor 
TP73 Cell-free DNA 
CATGGCACCCCTTGGCTTG TGCTGGGGAACTCTTTCTTCAT 
TP87 Cell-free DNA 
TP89 Cell-free DNA 
TP90 Cell-free DNA 
TP92 Cell-free DNA 
TP94 Cell-free DNA 
TP95 Cell-free DNA 
TP96 Cell-free DNA 
TP103 Cell-free DNA CATGGCACCCCTTGGCTTG CAGGATGCTGGGGAACTCTTT 
Table 12  アンプリコンシーケンスの際に使用したプライマーの一覧 
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統計解析 
全てのデータの統計学的解析は EZR で行った 32。 
2 群の比較は t 検定により行った。 
Cell-free DNA 中の遺伝子変異の有無が PFS または OS に及ぼす影響を調べる
ための単変量解析は、Wilkcoxon 検定によって行った。全ての計算において両側
検定を施行し、p＜0.05 を有意であると見なした。 
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3. 3 結果 
ddPCR assay による MYD88 L265P ポジティブコントロールとネガティブコン
トロールの設定 
ddPCR を使用した解析を開始するにあたり、まずはポジティブコントロール
とネガティブコントロールの設定を行った。MYD88 L265P 変異アリル頻度
24.2％の凍結標本由来の DNA (ターゲットリシーケンスで解析。シークエンス
深度 1920 x)をポジティブコントロールとして使用し、同量の野生型の DNA を
ネガティブコントロールとして利用した (Figure 8)。 
 
 
Figure 8 ddPCR の 2D プロットの例 
QuantaSoft ソフトウェアの 2D プロットを用いて解析した。黒色のクラスターは DNA が
全く含まれていないネガティブなドロップレット、緑色のクラスターは野生型 DNA のみ
ポジティブなドロップレットを示す。また、青色のクラスターは変異型のみポジティブな
ドロップ レット、オレンジ色のクラスターは野生型/変異型 共にポジティブなドロップレ
ットを示す。左上がポジティブコントロールで右上がネガティブコントロールを示す。参
考までに、TP90 と TP99 患者の cell-free DNA の解析結果も一緒に提示した。 
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ddPCR assay とアンプリコンシーケンスによる MYD88 L265P 検出限界と定量
下限の検証 
ddPCR と NGS による MYD88 L265P 変異の検出感度限界 (limit of  
detection, LOD) と定量下限 (limit of quantification,LOQ)についての検証を行
った。 
ポジティブコントロールとして使用した、MYD88 L265P 変異アリル頻度
24.2％の凍結標本由来の DNA を、DNA コピー数を調節した野生型の DNA と、
様々な割合で混ぜることで、7 つの異なる濃度の段階希釈液を作成した。具体的
には、最初に変異陽性 DNA と、同コピー数の野生型 DNA を１：３の割合で混
ぜて、変異アリル頻度 1/4 (6.05%)の希釈液を作り、それに対してさらに同コピ
ー数の野生型 DNA を１：３の割合で混ぜて、変異アリル頻度(1/4)2 (1.5125%)
を作り、同様の希釈を繰り返して、変異アリル頻度 (1/4)3 (0.378125%), (1/4)4 
(0.09453125%), (1/4)5 (0.0236328125%),の希釈液を作成した。ddPCR を使って
ポジティブコントロール及び全ての希釈液を解析した結果、ポジティブコント
ロールは 23％であり、希釈液の変異アリル頻度はそれぞれ、1/4→8.3%, (1/4)2→
3.1%, (1/4)3→1.0%, (1/4)4→0.2%, (1/4)5→0.1%と算出され、データは 0.024％の
希釈度まで正確性および直線性を示した (Figure 9)。この希釈濃度のサンプル
は ddPCR による解析では 0.1％に相当していた（R2 は 0.994 であった）。(1/4)6
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（0.005908203125％）に希釈した陽性対照を ddPCR により陽性と判定したが、
分画存在量は 0.07％であり、この希釈レベルでは定量化が不正確であることが
示唆された (Figure 9)。(1/4)6 未満の全ての希釈率は 0％を示した (Figure 9)。 
この結果に基づいて、ddPCR の LOQ は 0.024％と定義され、dd PCR の解析
では 0.1％相当であった。LOD は 0.0059％であり、ddPCR では 0.07％相当で
あった (Figure 9)。 
 
 
Figure 9 ddPCR の感度 
横軸は ddPCR の解析の際にインプットした各希釈液中の DNA の MYD88 L265P 変異ア
リル頻度 (%)を指す。縦軸の Fractional abundance (%)は、ddPCR での解析の結果として
算出された同変異アリル頻度を示している。 
検出感度限界 (limit of detection, LOD) は 0.006％ (ddPCR の解析では 0.07％相当)であ
り、検量感度の限界 (limit of quantification, LOQ) 0.025％ (ddPCR の解析では 0.1％相
当)であった。 
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同様の希釈シリーズに対し、アンプリコンシーケンスで解析を行った。シーケ
ンス深度は 20,000 x 前後であり、解析の結果得られた変異率をプロットした
（Figure 10）。1/4（計算で 6.05％に相当）、(1/4)2（1.5125％）、および(1/4)3
（0.378125％）の希釈では、アンプリコンシーケンスによる解析の結果に基づ
算出された変異アリル頻度は、それぞれ 7.2％、2.7％、および 0％であった。
(1/4)3未満の全ての希釈率は 0％を示した。これに基づいて、LOD と LOQ のカ
ットオフ値を 1.51％と決定した。 log-log スケールに変換した後、データは、
1.51％の希釈度までの精度と直線性を示した（R2=1 ; Figure 10））。 
結果的にアンプリコンシーケンスの LOQ および LOD は 1.51％と定義され、
アンプリコンシーケンスによる解析で算出した変異アリル頻度では 2.7％であ
った (Figure 10)。 
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Figure 10 アンプリコンシーケンスの感度 
横軸は ddPCR の解析の際にインプットした各希釈液中の DNA の MYD88 L265P 変異ア
リル頻度 (%)を指す。縦軸の Variant allele frequency (%)は、アンプリコンシーケンスで
の解析の結果として算出された同変異アリル頻度を示している。 
検出感度限界  (limit of detection, LOD) は 1.5％であり、検量感度の限界  (limit of 
quantification) 2.7％であった 
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原発腫瘍由来 DNA 中の MYD88 L265P   
14 人の PCNSL の患者から採取した腫瘍検体（FFPE で保存）から DNA を
抽出し、それらに対して ddPCR 及びアンプリコンシーケンスを施行し MYD88 
L265P の有無を確認した。本コホートにおいては、MYD88 L265P 変異は 14 人
全ての患者の腫瘍サンプルから検出され、アンプリコンシーケンスでは変異ア
リル頻度は 10.5% - 87.0% で、シーケンス深度は 16868 x – 19993 x。ddPCR
においても、同様であり各々のサンプルの変異アリル頻度はアンプリコンシー
ケンス, ddPCR とで大きく変わらなかった (Table 13)。 
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Table 13 PCNSL 患者における MYD88 L265P 変異の確認 
14 人の PCNSL 患者の腫瘍組織由来 DNA 及び cell-free DNA に対し、ddPCR と NGS を
使用して MYD88 L265P を標的とした解析を行った。 
ddPCR; デジタル PCR (droplet digital PCR), FA; fractional abundance, ND; 未施行(not 
done), NGS; next-generation sequencing, Reads showing the mutation; 変異陽性リード
数、total reads; 総リード数 (シーケンス深度), VAF; 変異アリル頻度 (variant allele 
frequency) 
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診断時血清中の cell-free DNA の濃度について 
1ml の血清から得られた cell-free DNA の濃度は 107 ng ~ 
2410 ng であった (Figure 11)。 
 
 
 
Figure 11 血清から得られた cell-free DNA 
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MYD88 L265P mutation は ddPCR で解析を行うことで、14 人中 8 人の診断
時血清中の cell-free DNA から検出された。 他の 6 人の変異が陰性であった患
者の内、診断時の血漿が使用可能だったのは TP103 の一人だけであった。同患
者の血漿についても同様に ddPCR で解析を行ったところ、血清の場合と同様変
異は検出されなかった (Table 14)。 
Cell-free DNA 中の MYD88 L265P mutation の変異アリル頻度は、腫瘍由来
DNA のそれと比較すると、有意に低かった(cell-free DNA, 0.34% [range, 0.1%-
0.69%] vs 腫瘍由来 DNA, 48.5% [10.5%-87%], P < .001, Table 13)。TP100 を
除いた 13 人については、cell-free DNA が充分量残存していたため、それらに
対してアンプリコンシーケンスを施行し MYD88 L265P 変異の有無を確認した
ところ、どのサンプルにおいても変異は検出されなかった（シーケンス深度; 
12560 – 19996 x）。ddPCR での変異検出の有無に関係なく、アンプリコンシー
ケンスでは MYD88 L265P 変異を cell-free DNA から検出することはできなか
った。また、cell-free DNA 中の変異の有無は、LDH (P = 0.360)、sIL2R (P = 
0.354)、cell-free DNA の濃度 (P = 0.105)、腫瘍の大きさ (P = 0.611)、及び予
後 (OS, P = 0.386; PFS, P = 0.629)などの臨床因子との関連は認められなかっ
た。 
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Table 14 TP103 の患者の血清及び血漿から抽出した cell-free DNA の濃度と MYD88 
L265P 変異の頻度の比較 
  
 
 Mutation ratio of MYD88 L265P 
 Cell-free DNAs in plasma Cell-free DNAs in serum 
 
concentration 
Reads showing the 
mutation/total 
reads 
MYD88 
L265P 
concentration 
Reads showing 
the mutation/total 
reads 
MYD88 
L265P 
TP
103 
291 ng/ml 0/13387 negative 365 ng/ml 0/14495 negative 
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臨床経過における cell-free DNA 中の MYD88 L265P の変異アリル頻度の推移 
Cell-free DNA 中の MYD88 L265P 変異が、疾患経過（寛解など）を予測す
る上での有用な指標になりうるか否かを評価するため、診断時の cell-free DNA
で MYD88 L265P が陽性であった患者 5 人に対して、化学療法施行中及び施行
後に採取された cell-free DNA 中に MYD88 L265P 変異が検出されるか否かを
ddPCR により解析した。 
高齢者用のプロトコールである the modified EORTC regimen 9 で治療され
た TP92 と、60 歳未満の若年者用プロトコールである R-MPV regimen 52で治
療された TP99 の患者はともに観察期間中に CR を達成している。この 2 患者
においては、治療中のどの時点においても、cell-free DNA からの変異の検出は
認めなかった (Figure 12)。 
一方で、TP87 と TP89 は、治療によって一旦寛解に達した後 3~12 カ月の間
に再発を来しており、TP89 においては,眼内再発のみ（中枢神経には再発なし）
であったが、TP87 では, 増悪時の腫瘍のサイズが診断時よりも大きくなってい
た (診断時: 10 × 15 mm vs 増悪時: 42 × 55 mm)。また、TP90 においては、the 
modified EORTC regimen で治療されるも,途中で治療抵抗性に増悪し、治療中
断となった経緯があり、この患者においても増悪時の腫瘍のサイズは診断時の
それよりに大きかった (診断時:37 × 46 mm vs 増悪時:56 × 70 mm)。これらの
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患者においては、再発時の病勢増悪にもかかわらず、再発時に採取された cell-
free DNA からは MYD88 L265P 変異は検出されなかった (Figure 12)。 
 
Figure 12 臨床経過における cell-free DNA 中の MYD88 L265P の変異アリル頻度の推移 
A、経過中 CR を維持していた患者。 
B、治療中または治療後に再発ないし増悪した患者。 
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3. 4 考察 
本研究は、PCNSL 患者の内 57.1％において、ddPCR を利用することで治療前
血清中の cell-free DNA から MYD88 L265P 変異が検出されたことを示した。
PCNSL の cell-free DNA におけるこの変異の実際の検出率を確定させるために
は、さらなる分析が必要と考えられる。liquid biopsy に関する以前の報告と同
様に、ddPCR アッセイが cell-free DNA 中の変異を検出する上で信頼できる方
法であり、非常に少数の変異コピーを検出する際にアンプリコンシーケンスよ
りも有用性が高いことが、本研究結果から示唆された。 
 Nakamura らは、殆どの PCNSL が MYD88 および CD79B を有していたの
に対し、グリア芽腫（GBM）ではこれらの変異が全く検出されなかったことを
報告した 51, 53。このことから、MYD88 や CD79B の遺伝子変異は、悪性脳腫瘍
の鑑別診断を行う上での一助となると考えられた 51。 
 私の分析では、PCNSL 中の cell-free DNA の濃度は 107〜2410ng / mL であ
り、健康なボランティアから調製した cell-free DNA の濃度のレベル（1〜10ng 
/ mL）よりも有意に高かった 54。更には、結腸直腸癌、肺癌および乳癌（範囲
0.5〜1980ng / mL）などの非血液腫瘍患者における cell-free DNA の濃度より
も高いようである 55-57。しかしながら、全身性リンパ腫（範囲 100~14180ng / 
mL）の患者における cell-free DNA の濃度範囲よりは低かった 58-59。 
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 本研究では、cell-free DNA 中の MYD88 L265P 変異は、アンプリコンシー
ケンスによる解析では検出されなかった。しかし、Fontanilles らは、最近、ア
ンプリコンシーケンスによって PCNSL 患者の cell-free DNA において MYD88 
L265P 変異を含む CNS 腫瘍に特異的な種々の体細胞変異が検出されたことを
報告した 60。彼らの研究では、cell-free DNA における MYD88 L265P 変異の
variant allele frequency (VAF)は、私の研究よりも桁違いに高かった（平均 4.7％
対 0.34％）60。 
 Fontanillesらがアンプリコンシーケンスによる変異の検出に成功した主な理
由は、cell-free DNA 中の VAF が高いことであると考えられた。彼らの研究で
は、cell-free DNA の抽出に使用した材料は血漿であったが、私の場合は血清で
あり、この相違が私の研究と Fontanilles らの報告とので VAF の違いを説明す
る可能性があると思われた。一方、私の研究で TP103 の患者の血清と血漿の両
方において cell-free DNA 中の VAF は 0％であり、差は認められなかったが 
(Table 14)、治療前の血清と血漿の両方が入手可能であったのはこの TP103 の
患者のみであり、本研究では血清と血漿との間で cell-free DNA の VAF の相違
が生じるか否かは十分には証明できなかった。不一致の別の潜在的原因として
は、コホート間の偏りである可能性がある。PCNSL の確定診断は開頭生検のみ
であるため、診断に至る時期がコホート間で異なる可能性もある。以前の研究に
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おいて、いくつかのタイプのリンパ腫における cell-free DNA が、腫瘍の進行度
合いに比例して変動するマーカーでもあり得ることが示されており 61-63、今回
の PCNSL の場合においてもコホート間での診断時期の違いが、cell-free DNA
を採取する際の原発病変の大きさや進行度の違いにつながり、結果的にコホー
ト間での治療前 cell-free DNA 中の VAF の違いを生んだ可能性は考えられる。 
過去の報告において、DLBCL では CAP-seq による癌個人化プロファイリン
グおよび cell-free DNA を用いたクローン型 Ig 再構成を同定するハイスループ
ットシークエンスも、cell-free DNA を用いた最小残存疾患（MRD）再発の早期
発見に有用であることが示された 57, 61-62。 
最近、坂田らによって、cell-free DNA 中の血管免疫芽球性 T 細胞リンパ腫に
特異的な遺伝子変異が、MRD の非侵襲的モニタリングに適用可能であることが
示された 63。しかし、本研究では、MYD88 L265P 変異は、治療前の cell-free 
DNA からは検出されたものの、治療後においては、たとえ原病が増悪した状態
であっても cell-free DNA からは検出されなかった。この結果から、cell-free 
DNA に対する変異解析は、全身性リンパ腫患者の微小残存病変 (minimal 
residual disease; MRD)のモニタリングに有用であることは過去の報告で示さ
れたものの 62 63、PCNSL 患者の疾患経過のモニタリングには適用できない可能
性があることが示唆された。なぜ MYD88 L265P 変異が Progressive disease の
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状態で検出不能であったのかは明らかではない。TP90 においては疾患進行時の
PCNSL の腫瘍サイズが診断時よりも大きかったことを考慮すると、腫瘍サイズ
は理由を説明できないことがある。同変異が検出不能であった原因としては他
に、再発腫瘍において MYD88 L265P 変異陰性クローンが拡大していた可能性、
または cell-free DNA が化学療法後に末梢血中を循環していなかった可能性な
どが挙げられる。残念ながら、臨床経過の中で cell-DNA の MYD88 L265P 変
異の推移を追うことができたのは 5 例のみであった。今後、症例数を増やした
上でさらなる解析を行うことにより、MYD88 変異が MRD の検出に適用可能か
どうかを判定することが可能になると考えられる。 
本研究は、PCNSL 患者の 57.1％において、ddPCR アッセイによって診断時
の血清中 cell-free DNA から MYD88 L265P 変異が検出されたことを示した。 
cell-free DNA には予後予測のためのモニタリングや診断ツールとしての有用性
に期待が寄せられているが、実際の問題点としては DNA 量は微量であり、また
不安定なのでそれらの要因が感度に影響している可能性がある 27。過去の報告
では、進行がんにおける腫瘍由来の cell-free DNA の特異度は 96％とされてい
る一方で、感度については 70－90％程度と報告によって感度の変動があり、進
行期の腫瘍体積が大きい場合でも、DNA の量や質により、検出できないことも
あることが示唆される 64。また、脳腫瘍由来の cell-free DNA の場合、他の癌
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（肺がんや消化器癌など）と比較すると血中の cell-free DNA の濃度が下がると
する報告があり、blood brain barrier による通過障害も影響していると考えら
れた 64。このことから、本研究において症例によっては MYD88 変異が検出さ
れない場合もあったのは、cell-free DNA 自体の不安定性や blood brain barrier
による障害が原因となっている可能性が考えられた。 
PCNSL の cell-free DNA におけるこの変異の実際の検出率を決定するために
は、さらなる解析が必要と考えらえる。 liquid biopsy に関する以前の報告と同
様に、本研究の結果は ddPCR アッセイが cell-free DNA 中の遺伝子変異を検出
する上で信頼できる手法であり、アンプリコンシーケンスよりも有用性が高い
ことを確認した。 原発腫瘍での MYD88 L265P 変異陽性患者の cell-free DNA
における同変異の検出率は 57％であり、ddPCR を使用した cell-free DNA 中
の MYD88 L265P 変異の確認は、PCNSL の非侵襲的診断のための有用な方法
として役立ち得る。 
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4. PCNSL における原発腫瘍および中枢神経外再発
腫瘍の遺伝子変異プロファイルの比較を通じた、共通
前駆細胞の存在の確認 
4. 1 背景 
PCNSL においては、その一般名称が「中枢神経原発」とされているが、その
起源が中枢神経に存在するか否かについては不明であり、議論の的となってい
る。先述のように、大量 MTX や放射線照射をベースとした治療法が様々な形で
アップデートされてきたが、未だ平均予後は 4 年以下であり、新たな治療戦略
が必要である 3。治療法を開発するにあたり、PCNSL という特殊なリンパ腫亜
型の病態や起源を解明することが重要な課題である。 
研究 1 では、PCNSL の特殊な変異、つまり PCNSL の腫瘍発生に関係する可
能性のある遺伝子異常について述べた。MYD88 遺伝子のホットスポット変異で
ある MYD88 L265P は、多くの PCNSL 患者（38〜85.4％において認めらてお
り、PNCSL において確認された遺伝子異常の中でも特に高頻度に検出される 22-
26。同変異は NFκB signaling pathway の活性化を経て、Bruton’s tyrosine 
kinase 遺伝子の発現上昇をもたらすことが知られており、これを抑制する働き
のある iburutinib が、再発難治 PCNSL に対して奏功したという研究成果が報
告されたことは研究 1 の討論の部分で述べている 40-41。 
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PCNSL の発生機序について考えるにあたって、中枢神経に限局して発症する
という特殊な phenotype についても注目する必要がある。PCNSL の原発部位
については、中枢神経外に subclinical な腫瘍前駆細胞が存在する可能性を示し
たのが Fukumura らの論文である。同論文によると、PCNSL 腫瘍において検
出された MYD88 L265P 変異が、末梢血単核細胞（ Peripheral blood 
mononuclear cells: BMMNC）においても認められ、これは同変異が PCNSL 発
症の初期の遺伝学的イベントとして中枢神経の外側で起きている可能性がある
と報告されている 26。これは、リンパ腫細胞が頭蓋の外側で発生したことを示唆
している。しかしながら、PCNSL の実際の発達プロセスは、異なる観点から検
討されるべきである。 
他のタイプのリンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫（follicular lymphoma: FL）
およびマントル細胞リンパ腫（mantle cell lyphoma: MCL）において、診断時
の腫瘍におけるゲノム異常と再発時のそれとの比較を通して、初発時と再発時
に共通した遺伝子異常が認められたのと、初発時に認めていた遺伝子変異の一
部が再発時には消失しているという結果が得られた 65-66。この結果より、原発性
腫瘍および再発性腫瘍に対する共通前駆細胞（common precursor cell: CPC）
の存在が示唆された。 つまり、FL および MCL は、原発腫瘍または再発腫瘍の
いずれかに特異的な変異を獲得することによって、CPC から各々独立して発生
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する可能性があると考えられた 65-66。PCNSL は、再発の大部分の症例において
CNS 内で繰り返されるが、再発した症例の 7％未満の割合で、中枢神経外の再
発が起きるとされている 67。本研究は、中枢神経内の原発性腫瘍および中枢神経
外再発の病変を検査することによって、PCNSL における CPC の存在が示唆さ
れるか否かを確認した。また、CPC の存在を同定することを目的とし、 骨髄単
核細胞（Bone marrow mononuclear cell: BMMNC）における MYD88 変異の
有無を確認した。 
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4. 2 材料と方法 
臨床検体 
2005 年 3 月から 2015 年 5 月にかけて、筑波大学附属病院で PCNSL と診断
された患者 80 名の内、中枢神経外の再発を経験した患者 6 名を対象とした。1
症例においては、他院にて再発を診断されたため、再発時のサンプルが入手でき
なかったことから、こちらの患者を研究コホートから除外した。 残りの 5 人の
患者を解析対象とした。尚、この 5 人は全員研究 1 の解析対象となった 42 症例
に含まれている。この 5 人をこの研究のコホート 1 と定義し、5 人全員の原発の
PCNSL の病変、中枢神経外再発の病変及び BMMNC に対してシークエンス解
析を施行した。  
さらに、腫瘍が MYD88 L265P 変異を有し、診断時に BMMNC が利用可能
であった PCNSL を有する 23 人の患者が、この研究に組み込まれた。この 23
症例はコホート 2 と定義した。尚、コホート 2 の中にはコホート 1 の中枢神経
外再発を経験した症例の内 3 症例が含まれている。コホート 1 とコホート 2 の
関係について、ベン図を使用して Figure 13 に記載した。 
本研究は、筑波大学病院倫理委員会の承認を受けている。  
また、研究 1 と同様に GCB および non-GCB 表現型は、Hans 2 の基準に従
って免疫組織化学的染色によって決定した 14。 
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Figure 13 研究 3 において解析対象となったコホートについて 
TDS：ターゲットリシーケンス、ddPCR：droplet digital PCR 
 
 
 
単核細胞の分離 
       血液および骨髄は治療前に採取したものを用いた。 まずは単核球を分離す
るために、PBS で 3 倍に希釈した全血および骨髄を、チューブ内の同量の Ficoll-
Papue に静かに層状にし、450xg で 30 分間遠心分離した。 第 2 層を新しい管
に静かに移し、10ml の PBS を添加した。 450xg で 10 分間遠心分離した後、 
ペレット化した細胞を計数し、トリパンブルー染色を用いて生存率を計算した。 
細胞を直ちに使用するか、使用するまで-80℃で保存した。 
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凍結サンプルおよび FFPE からの DNA 抽出 
中枢神経外再発の病変の標本については、凍結組織サンプル（患者 T1）および
FFPE サンプル（患者 T2、T5、TP39、および TP44）が得られた。凍結サンプ
ルから DNA を抽出する際は QIAmp DNA Mini Kit（Qiagen）を使用し、また
FFPE から DNA を抽出する際は QIAmp DNA FFPE 組織キット（Qiagen）を
使用した。 また、BMMNC や PBMNC から DNA 抽出する際は QIAmp DNA 
Mini Kit（Qiagen）を用いた。 Qubit Flourometeter（Thermo Fisher Scientific）
を用いて、抽出された DNA の濃度を測定した。 
 
 
Realtime-PCR による DNA の Quality check 
腫瘍から抽出した DNA の Quality check (QC)を、Agilent NGS FFPE QC キッ
ト(Agilent, Wilmington, USA）を用いた realtime-PCR システムで実施した 
(https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/Public/G9700-
90000.pdf#search=%27Agilent+NGS+FFPE+QC%27) 
まず、2×Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix10μl、プライマーセット A 
(または B) 1μl、control 色素 0.3μl を DNA 4µl（500pg）と混ぜて、計 20µl と
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した。次いで、サーマルサイクラーを用いて PCR 増幅を行った。プロトコール
は、初期の annealing のステップを 95℃で 3 分間、続いて denaturation を 95℃
で 10 秒間および annealing/extension のステップを 63℃で 20 秒間の計 30 秒
の工程を 40 サイクルを行うスケジュールで構成されたものを使用した。 
抽出 DNA の品質(ΔCq)は、2 種類のプライマーセット(A と B)を用いて qPCR
結果を比較することによって決定した。実際には各サンプル及び reference DNA
のΔCq を算出し、ΔCq sample からΔCq reference を差し引いて算出したΔΔ
Cq sample を基に比較定量を行った。 
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ターゲットリシークエンス解析 
PCNSL において特に変異の頻度が高いとされている 12 の候補遺伝子を標的と
した解析は研究 1 において既に施行されているが、本研究は腫瘍の変異プロフ
ァイルの解析を通して、PCNSL の起源について探ることを主眼に置いている
ため、より網羅的な遺伝子変異の検索が必要と考えた。PCNSL の変異プロフ
ァイルは NFκB signaling pathway 関連の遺伝子変異パターンへ偏る傾向に
あるが、PCNSL の病理組織型は DLBCL であり、病態の把握のためには NF
κB 以外にも、エピゲノム関連遺伝子などその他の様々な系統の遺伝子につい
て検索する必要があると考えた。そのため、過去に Morin らが施行した、
DLBCL に対する網羅的なターゲットリシークエンスの報告を参考にして、34
遺伝子をターゲットとしたプライマープールを用いて、5 ペアの原発および中
枢神経外再発腫瘍、およびコントロールとして準備した骨髄単核球（Bone 
marrow mononuclear cells: BMMNCs）において実施した (Table 15）68。こ
ちらの 34 遺伝子を標的としたプライマープールは、カスタム Ampliseq 
Designer システム（Thermo Fisher Scientific）によって設計された。ライプ
ラリー作製のプロトコールや、テンプレート調製、その他の工程は研究 1 の
「方法」の「ターゲットリシーケンス」と同じ方法を用いた。 
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また、ターゲットリシーケンスの結果得られた次に示したデータ解析パイプラ
イン (Table 16)に則って、変異の絞り込みを行った。こちらも研究 1 の場合と
同様に、まずは Web ベースのアプリケーションである wANNOAR
（http://wannovar.wglab.org/）に、解析で得られたデータをインプットし変異
データのアノテーションを行った。次に synonymous な変異は除外した。骨髄
に変異がなくて腫瘍にだけ変異があることを確認した場合は体細胞変異として
リストに残した。Variant allele frequency の cut off については、本研究にお
いては検証にアンプリコンシーケンスを用いたため、cut off を 3％とし、3％
以上の頻度を有する一塩基変異体または挿入/欠失を体細胞変異とみなした。 
 
 
Table 15 ターゲットリシーケンスによって新たに解析された 34 遺伝子のリスト。 
TNFRSF14 BRAF CIITA
ID3 EZH2 SOCS1
CD58 MFHAS1 TP53
NOTCH2 MYC CD79B
ITPKB CDKN2A GNA13
XPO1 CDKN2B BCL2
MYD88 NOTCH1 TCF3
IRF4 KMT2D MEF2B
PIM1 STAT6 CD79A
PRDM1 FOXO1 EP300
TNFAIP3 B2M
CARD11 CREBBP
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Table 16 変異データの解析パイプライン 
 
アンプリコンシーケンス 
ターゲットリシーケンスで得られた解析結果を検証する目的で、アンプリコン
シーケンスを行った。ターゲットリシーケンスで確認された遺伝子変異の領域
をコードするゲノム領域を増幅するようにプライマーを設計した（Table 9）。設
計方法や、PCR プロトコール、ライブラリー作製、テンプレート調製などの手
順は研究 2 の「方法」の「アンプリコンシーケンス」と同様であるため、ここで
は詳細は割愛する。 
 
87 
 
ddPCR 分析 
研究 2 の「方法」の「ddPCR」同様の手順で手技を施行した。 
 
PCR 法を使用した免疫グロブリン重鎖遺伝子再構成の検討 
中枢神経外再発を経験した 5 症例の、初発と中枢神経外再発の病変から DNA を
抽出し、免疫グロブリン重鎖遺伝子 (IgH)の再構成を解析した。プライマーは
CDR3 領域より上流の FR2A または FR3A をフォワードプライマーとし、下流
にあるLJHに対するリバースプライマーと一緒に用いて最初のPCRを行った。
次の工程では、その領域の内側の VLJH をリバースプライマーとして PCR を
再度施行する semi-nested PCR 法を行った。以下に使用したプライマーの詳細
を 示 す ： FR2A 、 TGGRTCCGMCAGSCYYCNGG; FR3A 、
ACACGGCYSTGTATTACTGT; LJH 、 TGAGGAGACGGTGACC; VLJH 、
GTGACCAGGGTNCCTTGGCCCCAG。両方の工程において、反応液として
TaKaRa Taq 試薬（Takara、Shiga、Japan）を使用した。第 1 の PCR（35 サ
イクル）は 100ng の DNA をテンプレートとして使用し、第 2 の PCR（20 サイ
クル）は第 1 の PCR 産物 1μl をテンプレートとして反応させた。第 1 段階目
の PCR のプロトコールは、denaturation を 94℃で 15 秒間、annealing を 55℃
で 30 秒間、そして extension を 72℃で 30 秒間（35 サイクル）。第 2 段階では、
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denaturation を 94℃で 10 秒間、annealing を 55℃で 10 秒間、そして extension
を 72℃で 10 秒間（20 サイクル）とした。これらの反応の前に、94℃で 5 分間
の初期の変性工程を行い、72℃で 7 分間の最終伸長反応で終了させた。電気泳
動によりエチジウムブロマイドで染色した 3％アガロースゲルで 10μl の PCR
産物を分析し、紫外光下で観察した。さらに、分解能を向上させるために、PCR
産物をアクリルアミドゲル上で電気泳動した。 
PCR アンプリコンを、QIAquick Gel Extraction Kit（Qiagen）を用いて抽出し、
ダイレクトシーケンスにより配列決定した。得られた配列を国際
ImMunoGeneTics 情報システム（IMGT）（http://www.imgt.org）の IMGT / V-
QUEST に入力して用いて VDJ の組み合わせを分析した。 
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4. 3 結果 
臨床経過および解析に用いたサンプルの質について 
中枢神経外の再発を経験した 5 人の PCNSL 患者の臨床経過および組織学的所
見を Figure 14, Table 17,18,19 に要約する。これらすべての患者において、
PCNSL の高齢者用プロトコールによる治療の施行中または終了時に最初の完
全寛解（CR）が達成され、1 年以上維持された（Figure 14）。その後、中枢神経
外の再発が起こった（Figure 14）。 PCNSL の診断から中枢神経外再発までの
中央値は 18 カ月であった (Figure 14, Table 17)。再発の部位は、T1 は上顎洞
および顎下リンパ節、T2 は腹腔内リンパ節および背部の皮下組織、T5 は右大腿
皮下組織及び左乳房、TP39 は左鎖骨上リンパ節および腹腔内リンパ節、TP44
は腰部および顎下リンパ節の皮下組織であった (Table 17)。 中枢神経外再発の
診断時には、5 例すべてにおいて中枢神経内に病変が検出されなかった。しかし、
唯一患者 T1 においては、再発の診断後 1 ヵ月後の MRI において左前頭葉およ
び左視神経における中枢神経内再発を確認した (Figure 14)。各患者の PCNSL
および中枢神経外再発サンプルの腫瘍細胞含量をフローサイトメトリーまたは
組織学的分析により測定した結果を Table 18 に示した。腫瘍試料から抽出され
た DNA の質は、Agilent FFPE QC キットを用いたリアルタイム定量 PCR の結
果に基づいて算出し、Table 19 に掲載した。 
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Figure 14 中枢神経外再発を来した 5 症例の臨床経過 
 
 
 
Table 17 中枢神経外再発を来した 5 症例の臨床情報 
 
Sample
ID
Description
of samples
Age, sex
Sample
interval,
(months)
Initial
treatment
Sample original
Tumor
size in
CNS (cm)
Tumor
number
in CNS
T1-P Primary 65,M modified EORTC CNS 5.0 1
T1-SR Systemic relapse 71,M 81 R-MA Maxillary sinus, Lymph node
T2-P Primary 68,M modified EORTC CNS 3.0 2
T2-SR Systemic relapse 69,M 15 R-CHOP Subcutaneous 
T5-P Primary 71,F modified EORTC CNS 2.0 1
T5-SR Systemic relapse 72,F 18 R-CHOP Subcutaneous 
TP39-P Primary 64,F modified EORTC CNS 2.5 ≧3
TP39-SR Systemic relapse 65,F 22 R-CHOP Adrenal grand, Breast, Lymph node, 
TP44-P Primary 61,F modified EORTC CNS 4.1 1
TP44-SR Systemic relapse 62,F 14 R-CHOP Lymph node, Subcutaneous 
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Table 18 中枢神経外再発を来した 5 症例の検体の腫瘍含有率 
 
 
 
Table 19 5 症例の腫瘍サンプルのΔΔCT 
  
Patient ID Tumor type Tumor cell percentage
Number of pathological
spicemens
Primary intra-CNS 20% 1
Relapsed extra-CNS 1.09%※1 6
Primary intra-CNS 70% 2
Relapsed extra-CNS 80% 1
Primary intra-CNS 70% 1
Relapsed extra-CNS 10% 1
Primary intra-CNS 30% 4
Relapsed extra-CNS 90% 1
Primary intra-CNS 80% 3
Relapsed extra-CNS 80% 1
※1 Tumor cell count was determined by flowcytometry
T1
T2
T5
TP39
TP44
Patient ID Tumor type ΔΔCT Status of DNA
Primary intra-CNS 0.39 Frozen tissue
Relapsed extra-CNS 0.23 Frozen tissue
Primary intra-CNS 0.01 Frozen tissue
Relapsed extra-CNS 0.59 FFPE
Primary intra-CNS 0.01 FFPE
Relapsed extra-CNS 0.76 FFPE
Primary intra-CNS 0.55 FFPE
Relapsed extra-CNS 0.42 FFPE
Primary intra-CNS 0.26 FFPE
Relapsed extra-CNS 0.10 FFPE
 FFPE, formalin-fixed, paraffin-embedded
T1
T2
T5
TP39
TP44
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検出された体細胞変異 
初発の PCNSL と、中枢神経外再発の腫瘍の Coverage の平均は、それぞれ
1593×（370〜3099）および 1563×（1084〜1990）であった。原発の PCNSL か
らは、53 の一塩基変異、7 の欠失、および 1 の挿入を含む 61 の体細胞変異が同
定された。 具体的には、MYD88（4/5）、CD79B（4/5）、PIM1（3/5）、KMT2D
（3/5）、および GNA13（3/5）などの遺伝子において体細胞変異が認められた。
我々の研究における PCNSL の変異プロファイルは、PCNSL の変異解析に関す
る既報の結果と同じく、NFκB signaling pathway に関係する遺伝子における
変異の頻度が有意に高かった 22-26。中枢神経外再発病変において、57 の一塩基
変異、8 の欠失および 3 の挿入を含む、68 の体細胞変異が同定された。具体的
には、MYD88（4/5）、CD79B（3/5）、PIM1（4/5）、KMT2D（3/5）、および PRDM1
（3/5）などの遺伝子が高頻度に認められた（Figure 15; Table 20）。 
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Figure 15 初発病変と中枢神経外再発病変の変異プロファイルの比較 
ターゲットリシーケンスで 34 遺伝子を標的とした解析を行った。個々の症例で、変異が
検出された遺伝子に色を付け、また遺伝子の機能ごとに分けて示した。同一遺伝子領域内
に複数の変異を認める場合は数字を記入している。 
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Table 20  Ion Ampliseq による初発及び中枢神経外再発病変の体細胞変異の確認 
代表的な 34 遺伝子を標的とした解析をターゲットリシーケンスで行った。 
Extra-CNS specific; 中枢神経外再発病変に特異的に検出された変異、intra-CNS specific; 
shared; 初発の中枢神経内病変に特異的に検出された変異、初発と中枢神経外再発病変の
両方から検出される変異、 
  
Patient
ID
Gene ID Chrom Position Ref Variant cDNA Change
Protein
Change
Allele frequency
in
Primary CNS
tumor
Allele frequency
in
systemically
relapsed tumor
Class
MYD88 chr3 38182641 T C c.T794C p.L265P 24.2 3.7 Shared
PRDM1 chr6 106547292 C T c.C529T p.Q177X 39.9 3.2 Shared
CD79B chr17 62006798 T G c.A587C p.Y196S 7.1 0 intra-CNS specific
CD79B chr17 62006830 G T c.C555A p.D185E 27 0 intra-CNS specific
GNA13 chr17 63052509 ATCTGCTTCAGGA - c.191_203del p.F64Cfs*24 22.5 0 intra-CNS specific
MYD88 chr3 38182641 T C c.T794C p.L265P 29.1 35.3 Shared
CD79B chr17 62006799 A G c.T586C p.Y196H 31.5 36.6 Shared
KMT2D chr12 49426686 CT GC c.11801_11802GC p.Q3934R 27.5 25.3 Shared
KMT2D chr12 49426635 CT GC c.11852_11853GC p.Q3951R 22.3 37.7 Shared
PIM1 chr6 37138769 C G c.C202G p.H68D 35.3 39.4 Shared
KMT2D chr12 49426576 TGC - c.11904_11906del p.Q3974del 14.5 0 intra-CNS specific
ITPKB chr1 226924610 T A c.A550T p.S184C 24.3 0 intra-CNS specific
CARD11 chr7 2977652 CTT - c.1030_1032del p.K344del 24.7 0 intra-CNS specific
PIM1 chr6 37139039 C G c.C379G p.Q127E 27.1 0 intra-CNS specific
GNA13 chr17 63052533 C T c.G179A p.G60D 29 0 intra-CNS specific
TBL1XR1 chr3 176756104 A T c.T1044A p.H348Q 29.4 0 intra-CNS specific
PIM1 chr6 37138968 T G c.T308G p.V103G 30.7 0 intra-CNS specific
PIM1 chr6 37138950 G C c.G290C p.S97T 31 0 intra-CNS specific
PIM1 chr6 37138624 A C c.A158C p.Y53S 32.5 0 intra-CNS specific
KMT2D chr12 49445427 GT AG c.2038_2039CT p.T680L 46 0 intra-CNS specific
PIM1 chr6 37138987 G A c.G327A p.W109X 0 26.6 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37139090 G C c.G430C p.A144P 0 29.3 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37139203 G - c.543delG p.E181Dfs*92 0 31.8 extra-CNS specific
BCL2 chr18 60985861 C G c.G39C p.E13D 0 35.1 extra-CNS specific
BCL2 chr18 60985896 C T c.G4A p.A2T 0 35.3 extra-CNS specific
BTG2 chr1 203274808 G C c.G74C p.R25T 0 39.1 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138804 G - c.237delG p.E79Dfs*14 0 53 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138919 C T c.C259T p.P87S 0 63 extra-CNS specific
MYD88 chr3 38182641 T C c.T794C p.L265P 46.3 7.4 Shared
CD79B chr17 62006799 A G c.T586C p.Y196H 58.8 15.8 Shared
PIM1 chr6 37139037 TGC - c.377_379del p.V126_Q127delinsE 90.6 22.1 Shared
PIM1 chr6 37138329 G A c.G251A:p.C84Y p.C84Y 83.2 0 intra-CNS specific
PRDM1 chr6 106553656 CC AA c.1621_1622AA p.P541N 0 6 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138642 C T c.C176T p.S59F 0 6.6 extra-CNS specific
TNFAIP3 chr6 138202260 C A c.C2177A p.A726D 0 8.1 extra-CNS specific
SOCS1 chr16 11348713 G A c.C623T p.P208L 0 9.9 extra-CNS specific
CD79B chr17 62006614 G T c.C662A p.S221Y 0 10.5 extra-CNS specific
XPO1 chr2 61719529 G T c.C1654A p.P552T 0 11.1 extra-CNS specific
NOTCH1 chr9 139390930 - CGAGAC c.7261_7262insGTCTCGp.G2420_V2421insGL 0 11.5 extra-CNS specific
EP300 chr22 41536152 C T c.C1769T p.A590V 0 14.2 extra-CNS specific
CD79A chr19 42384737 A C c.A499C p.K167Q 0 18 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138769 C T c.C202T p.H68Y 0 21.1 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138633 T G c.T167G p.I56S 0 43 extra-CNS specific
T1
T2
T5
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Table 20 のつづき 
Patient
ID
Gene ID Chrom Position Ref Variant cDNA Change
Protein
Change
Allele frequency
in
Primary CNS
tumor
Allele frequency
in
systemically
relapsed tumor
Class
CARD11 chr7 2984112 GC AT c.417_418AT p.Q140_L1154del 13 6.1 Shared
EP300 chr22 41574673 - CCC c.6957_6958insCCCp.Q2319_S2320insP 24.1 32 Shared
KMT2D chr12 49426635 CT GC c.11852_11853GC p.Q3951R 46.6 41.9 Shared
TNFAIP3 chr6 138202260 C A c.C2177A p.A726D 5.2 0 intra-CNS specific
B2M chr15 45003778 CTACTCT - c.34_40del p.L13Ffs*28 8.7 0 intra-CNS specific
B2M chr15 45003765 AGCTGTGCTC - c.21_30del p.A8Rfs*32 9.2 0 intra-CNS specific
CREBBP chr16 3778823 C G c.G6225C p.K2075N 12.6 0 intra-CNS specific
GNA13 chr17 63010636 G T c.C873A p.N291K 12.9 0 intra-CNS specific
CIITA chr16 11017126 T A c.T3359A p.L1120Q 16.3 0 intra-CNS specific
EP300 chr22 41573563 A T c.A5848T:p.R1950W p.R1950W 32.4 0 intra-CNS specific
PIM1 chr6 37139097 G A c.G437A p.S146N 0 4.6 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37139053 C G c.C393G p.D131E 0 6.8 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37140929 C - c.765delC p.F255Lfs*18 0 6.9 extra-CNS specific
PRDM1 chr6 106547337 G T c.G574T p.A192S 0 8 extra-CNS specific
PRDM1 chr6 106547332 - TC c.568_569insTC:p.P191Sfs*26p.P191Sfs*26 0 9 extra-CNS specific
PRDM1 chr6 106547340 A G c.A577G p.N193D 0 9.1 extra-CNS specific
MFHAS1 chr8 8748716 A T c.T1853A p.L618Q 0 10.6 extra-CNS specific
KMT2D chr12 49426683 T G c.A11805C:p.Q3935Hc.A11805C:p.Q3935H 0 11.3 extra-CNS specific
KMT2D chr12 49426096 G A c.C12392T:p.P4131Lc.C12392T:p.P4131L 0 12.1 extra-CNS specific
KMT2D chr12 49426686 CT GC c.11801_11802GC p.Q3934R 0 12.7 extra-CNS specific
CIITA chr16 10997650 A T c.A835T p.T279S 0 12.9 extra-CNS specific
EP300 chr22 41523503 G T c.G919T p.A307S 0 14 extra-CNS specific
EP300 chr22 41574721 T G c.T7006G p.S2336A 0 19.9 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138946 G A c.G286A p.V96M 0 22.7 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138950 G A c.G290A p.S97N 0 23.2 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37139201 GAGCTCA - c.541_547del p.E181Sfs*90 0 37.9 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37139247 C T c.C587T p.T196I 0 39.2 extra-CNS specific
CARD11 chr7 2983885 C A c.G645T p.K215N 0 40.2 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37139180 C T c.C520T p.L174F 0 41.5 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138916 G T c.G256T p.V86L 0 46.6 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37139223 G C c.G563C p.G188A 0 46.6 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138901 C T c.C241T p.P81S 0 46.7 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37139073 C T c.C413T p.A138V 0 54.4 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138769 C T c.C202T p.H68Y 0 61 extra-CNS specific
CD58 chr1 117078621 T - c.594delA p.S199Qfs*3 0 69.9 extra-CNS specific
TNFAIP3 chr6 138192655 G - c.291delG p.N98Tfs*24 0 78 extra-CNS specific
MYD88 chr3 38182337 C T c.C770T p.P258L 38.4 41.3 Shared
CD79B chr17 62006798 T C c.A587G p.Y196C 86.5 82.3 Shared
PIM1 chr6 37139180 C G c.C520G p.L174V 44.1 41 Shared
TNFAIP3 chr6 138199874 C T c.C1292T p.P431L 5.2 0 intra-CNS specific
KMT2D chr12 49416411 C T c.G16300A p.E5434K 5.3 0 intra-CNS specific
KMT2D chr12 49427447 G A c.C11041T:p.Q3681Xc.C11041T:p.Q3681X 5.3 0 intra-CNS specific
PRDM1 chr6 106553328 G A c.G1293A p.M431I 5.5 0 intra-CNS specific
TNFAIP3 chr6 138197201 C T c.C703T p.P235S 5.6 0 intra-CNS specific
EP300 chr22 41572452 C T c.C4981T p.Q1661X 5.7 0 intra-CNS specific
TNFAIP3 chr6 138199650 G A c.G1068A p.W356X 6.4 0 intra-CNS specific
CREBBP chr16 3777936 G A c.C7112T p.P2371L 6.5 0 intra-CNS specific
NOTCH1 chr9 139391316 C T c.G6875A p.G2292E 6.5 0 intra-CNS specific
PIM1 chr6 37139093 CG TT c.433_434TT p.R145F 9.1 0 intra-CNS specific
EP300 chr22 41574076 C T c.C6361T p.Q2121X 10.2 0 intra-CNS specific
KMT2D chr12 49424179 G A c.C13883T p.P4628L 10.4 0 intra-CNS specific
BCL2 chr18 60985547 T A c.A353T p.Q118L 11.2 0 intra-CNS specific
KMT2D chr12 49424159 G A c.C13903T p.Q4635X 11.3 0 intra-CNS specific
NOTCH1 chr9 139391205 C T c.G6986A p.S2329N 11.7 0 intra-CNS specific
KMT2D chr12 49445577 G A c.C1889T p.P630L 11.8 0 intra-CNS specific
KMT2D chr12 49444876 G A c.C2590T p.P864S 11.9 0 intra-CNS specific
CIITA chr16 11001991 G A c.G2642A: p.C881Y 12 0 intra-CNS specific
MEF2B chr19 19260054 G T c.C239A p.T80N 12.4 0 intra-CNS specific
KMT2D chr12 49445086 C T c.G2380A p.G794R 12.5 0 intra-CNS specific
KMT2D chr12 49426896 G C c.C11592G:p.H3864Qc.C11592G:p.H3864Q 12.7 0 intra-CNS specific
EP300 chr22 41572350 C T c.C4879T p.R1627W 17.2 0 intra-CNS specific
PIM1 chr6 37138639 TCTCCGA - c.173_179del p.V58fs 34.7 0 intra-CNS specific
PIM1 chr6 37139033 C T c.C373T p.P125S 53.8 0 intra-CNS specific
PIM1 chr6 37139084 G A c.G424A p.E142K 0 3.8 extra-CNS specific
MYD88 chr3 38182641 T C c.T794C p.L265P 0 6.7 extra-CNS specific
KMT2D chr12 49427665 T A c.A10823T:p.Q3608Lc.A10823T:p.Q3608L 0 14.9 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138355 C G c.C4G p.L2V 0 34.8 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138901 C T c.C241T p.P81S 0 39.4 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37139210 C T c.C550T p.L184F 0 40.3 extra-CNS specific
PIM1 chr6 37138906 TGG - c.246_248del p.G83del 0 42.5 extra-CNS specific
TP39
TP44
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原発 PCNSL の病変と中枢神経外再発病変における変異プロファイルの特徴及
び比較 
全 5 ペアの初発及び中枢神経外再発腫瘍において、初発時と再発時に共通して
検出される体細胞変異が確認された（Figure 15, 16）。 具体的には、合計で
11 遺伝子の 16 の変異が共有されていた（Figure 16、Table 20）。 MYD88 遺
伝子の変異は 5 ペア中 4 ペアにおいて共有されており、うち MYD88 L265P は
3 ペア、MYD88 P258L が 1 ペアにおいて初発再発で共通して認められた。ま
た、CD79B（3/5）、KMT2D（3/5）および PIM1（2/5）の体細胞変異も初発
と中枢神経外再発病変とで共通して検出され、CD79B と KMT2D については
ホットスポットである CD79B Y196（3/5）および KMT2D Q2951R（2/5）が
変異として検出された（Figure 15、Table 20）。GNA13、CREBBP 及び
TBL1XR1 を含む 6 つの遺伝子における 45 の変異は、原発の PCNSL の病変
に特異的であり、これらの変異は中枢神経外再発病変においては検出されなか
った (Figure 15,16、Table 20)。一方で、SOCS1 や CD58 などを含む 6 つの
遺伝子における 52 の変異が中枢神経外再発病変に特異的に検出され、逆にこ
れらは原発の PCNSL の病変からは検出されなかった（Figure 15,16、Table 
20）。 
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Figure 16 初発と中枢神経外再発病変との体細胞変異数の比較 
Primary intra-CNS specific; 初発の中枢神経内病変にのみ検出された変異、Relapsed 
extra-CNS specific; 中枢神経外再発病変にのみ検出された変異、Shared; 初発と中枢神経
外再発の両方で検出された変異、  
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CPC から初発及び中枢神経外再発腫瘍への進展 
同一症例において初発再発検体に共通する遺伝子異常が検出されたことや、初
発時に見られた遺伝子異常のうち一部が、再発時に消失しているという結果が
得られたことから、再発腫瘍が残存初発腫瘍から直接進展したのではなく、初発
腫瘍より遺伝子異常の少ない腫瘍前駆細胞から生じていることが推測された。
初発の PCNSL 腫瘍と中枢神経外再発病変との間で認められたこのような体細
胞性変異の分布パターンは、PCNSL の発生に先行する共通腫瘍前駆細胞
（common precursor cell: CPC）の存在を示唆している。 B 細胞の分化段階に
おける CPC の局在を調べるために、T1、T5、および TP39 の初発-中枢神経外
再発のペアサンプルにおいて、IgH 再構成の状態を調べて比較した（Figure 17, 
17）。T1 のペアサンプルにおいては、IgH の CDR3 領域の PCR 産物をアクリ
ルアミドゲルで電気泳動した所、その両方において同じサイズのモノクローナ
ルバンドを認めた（Figure 17）。また、ダイレクトシークエンスにより、両方の
腫瘍が同一の配列を共有することが確認された（Figure 17）。その一方で、T5
および TP39 においては、泳動ではポリクローナルなバンドが確認された。同様
にダイレクトシークエンスをこれらの PCR 産物に対して行ったが、波形を確認
できず、配列を決定することができなかった (Figure 18)。そのため、これらの
PCR 産物をプラスミドにクローニングし、大腸菌コロニーから回収された 20 個
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のクローンのそれぞれに対してダイレクトシークエンスを行って、各々の配列
を基にして免疫グロブリン重鎖遺伝子再構成のパターン(VH-DH-JH の組み合
わせ)を確認した。尚、ダイレクトシークエンスの配列を本章の P114－128 に、
Supplementary Figure として提示した。 
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Figure 17 T1 のペアサンプルにおける IgH rearrangement の比較 
A. CDR3 領域の PCR 産物に対してアクリルアミドゲルで電気泳動を施行し、初発と中枢
神経外再発病変とで比較したところ、同じ長さのバンドが確認された。 
B. PCR 産物に対してダイレクトシークエンスを行い、配列を比較したところ、初発と中枢
神経外再発とで同一の配列であった。 
 
Figure 18 T5、TP39 のペアサンプルにおける IgH rearrangement の比較 
CDR3 領域の PCR 産物に対してアクリルアミドゲルで電気泳動を施行し、初発と中枢神
経外再発病変とで比較したところ、初発と再発でバンドのパターンは異なっていた。  
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まず全てのサンプルの IgH クローンにおいて、V 遺伝子は VH3 または VH4
ファミリーのいずれかに分類された（Table 21）。T5 のペアサンプルで、初発の
腫瘍においては 20 個弱のクローンのうち大部分が VH3 ファミリーの VH 遺伝
子（VH3-23 * 04、V3-72 * 01、または V3-30-3 * 03）にマッピングされ、他方
で中枢神経外再発の腫瘍については殆どのクローンがVH4遺伝子にマッピング
された（原発腫瘍、VH3 16/18 [89％] vs VH4 2/18 [11％];中枢神経外再発腫瘍、
VH3 3/17 [18％] vs VH4 14/17 [82％]）（Table 21）。 TP39 においては、原発腫
瘍は殆どが VH4 ファミリーの VH4-4 * 07、中枢神経外再発腫瘍においては全
てのクローンが VH3 ファミリーの VH3-21 * 01 に分類されていた (原発腫瘍、
VH3 1/17 [6％] vs VH4 16/17 [94％]; 中枢神経外再発腫瘍、VH3 18/18 [100％] 
vs VH4 0/100 [0％]）（Table 21）。Germline の配列との相同性および VH-DH-
JH 遺伝子についての情報を Table 21 および Supplementary Table に要約し
た。T5、TP39 の両方のペアサンプルにおいて、ドミナントクローンが確認され
た。 T5 の初発腫瘍では、VH3-23 * 01 / DH4-23 * 01 / JH6 * 02 に分類された
クローンおよび VH3-72 * 01 / DH6-25 * 01 / JH6 * 03 のクローンが 4 / 18 
[22％]および 4/18 [22％]であり、これらがドミナントクローンであった（Table 
21）。 一方で、T5 の中枢神経外再発腫瘍においては、殆どのクローン（14/17 
[82％]）が VH4-4 * 07 / DH5-24 * 01 / JH4 * 01 クローンに分類されていた。
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TP39 においては、初発腫瘍のクローンは 16/17 [94％]が VH4-4 * 07 / DH5-24 
* 01 / JH4 * 01 に、中枢神経外腫瘍クローンは 15/18 [83％]が VH3-21 * 01 / 
DH6-19 * 01 / JH4 * 01]に分類された（Table 21）。また、ほぼ全ての IgH クロ
ーンにおいて変異が認められており、こちらは B リンパ球の免疫グロブリン遺
伝子における生理的な DNA 改変機構の 1 つである、可変領域の遺伝子変異
（somatic hypermutation: SHM）の影響と考えられた 69-72（Table 21、
Supplementary Table）。 
これらの解析結果は、PCNSL の CPC が B 細胞分化段階の中で症例毎に別々の
位置にマッピングされている可能性があることを示唆している。 つまり、T1 の
初発-中枢神経外再発腫瘍のペアサンプルにおいては、IgH rearrangement の後
の段階でCPCから分岐し初発及び再発腫瘍へ派生している可能性が示唆された
が、同時に IgH rearrangement の前の段階で CPC からの分岐が起きうること
が T5 および TP39 において示唆された。 
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Table 21 VDJ rearrangement の比較 (Patient T5&TP39) 
T5、TP39 の初発及び再発病変のサンプルの PCR 産物に対してクローニングを行い、各ク
ローンの VDJ 遺伝子再構成の組み合わせを確認した。 
GL; germ line,  
  
Patient Sample VDJ rearrangement
GL sequences of
Vhgene
(%)
T1 intra-CNS V4-4*07 /D no results /J no results 81.18
T1 extra-CNS V4-4*07 /D no results /J no results 84.07
usage of VH genes VH3 0/1 (0%), VH4 1/1 (100%)
Patient Sample VDJ rearrangement
No of colonies
analyzed (total)
Range of
homology to GL
(%)
T5 intra-CNS V3-23*01 / D4-23*01 / J6*02 4 91.63-92.09
V3-72*01 / D6-25*01 / J6*03 4 88.06-89.55
V3-23*01 / D no results / J5*01 2 81
V3-30-3*01 / D3-16*01 / J3*02 2 91.22
V3-30-3*01 / D3-9*01 / J4*01 1 89.11
V3-23*01 / D2-2*01 / J6*02 1 98.11
V3-23*01 / D3-3*01 / J3*02 1 91.41
V3-23*01 / D6-19*01 / J4*01 1 91.1
V4-4*07 / D3-3*02 / J6*03 1 84.26
V4-4*07 / D5-24*01 / J5*01 1 92.11
usage of VH genes VH3 16/18 (89%),  VH4 2/18 (11%)
T5 extra-CNS V4-4*07 / D5-24*01 / J4*01 14(17) 86.77-87.83
V3-7*01 / D2-21*02 / J6*02 3(17) 97.72
usage of VH genes VH3 3/17 (18%), VH4 14/17 (82%)
Patient Sample VDJ rearrangement
No of colonies
analyzed (total)
Range of
homology to GL
(%)
TP39 intra-CNS V4-4*07 / D5-24*01 / J4*01 16(17) 76.72-88.36
V3-7*01 / D2-21*01 / J4*01 1(17) 93
usage of VH genes VH3 1/17 (6%),  VH4 16/17 (94%)
TP39 extra-CNS V3-21*01 / D6-19*01 / J4*01 15(18) 77.61-82.09
V3-71*03 / D2-21*01 / J3*02 1(18) 89.9
V3-33*01 / D3-16*01 / J3*01 1(18) 96.21
V3-33*01 / D2-15*01 / J4*01 1(18) 88.02
usage of VH genes VH3 18/18 (100%), VH4 0/18 (0%)
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ddPCR を用いた BMMNC/PBMNC における MYD88 L265P 変異の確認 
PCNSL の起源であると予想された CPC の局在について確認するため、骨髄
及び末梢血中の単核球に対して、MYD88 L265P をターゲットとした ddPCR を
行った。具体的には、中枢神経外再発の診断時に収集された T1 の末梢血単核球
及び、23 症例分（中枢神経外再発した T1、T2 及び T5 を含む）の PCNSL 患
者の BMMNC（N = 24）に対する解析を行った。 これらの 24 サンプルの症例
全てにおいて、原発の PCNSL の病変にて MYD88 L265P 変異が確認されてい
る。病理学的診断では、これらの患者の骨髄においてリンパ腫浸潤を示唆する所
見は認められなかったが、MYD88 L265P 変異は、PBMNC（T1）および 23 の
BMMNC のうち 9 つ（合計 24 サンプルのうち 10 サンプル）において ddPCR
によって同定されたが、TDS による解析ではいずれの試料においても検出され
なかった (Table 22)。 
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Table 22 骨髄/末梢血中の単核球における MYD88 L265P 変異の有無 
N/P; not performed; 施行せず、TDS; targeted deep sequencing; ddPCR; droplet digital 
PCR 
  
TDS ddPCR TDS ddPCR TDS ddPCR
T1 24.2 N/P 0 0 0 0.49
T2 31.8 N/P 0 0
T5 44.2 N/P 0 0
T9 34.1 N/P 0 0
TP25 24.2 N/P 0 0
TP28 22.8 N/P 0 0.08
TP31 38.2 N/P 0 0.07
TP36 69.2 N/P 0 0
TP40 30.6 N/P 0 0
TP42 39.2 N/P 0 0
TP48 43.1 N/P 0 0.16
TP51 34.5 N/P 0 0.14
TP89 35.1 N/P 0 0
TP92 53.3 N/P 0 0.61
TP94 61.3 N/P 0 0
TP95 36.4 N/P 0 0.08
TP96 56.1 N/P 0 0
TP98 88.7 87 N/P 0.12
TP99 56.6 55.9 N/P 0.08
TP100 75.2 79 N/P 0
TP101 9.2 10.5 N/P 0.12
TP102 43 38.3 N/P 0
TP103 19.7 17.1 N/P 0
N/P, not performed; TDS, targeted deep sequencing; ddPCR, droplet digital PCR.
L265P MYD88  varient allele frequency (%)
Patient ID
CNS tumor BMMNCs PBMNCs
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4. 4 考察 
過去の癌に対するゲノム解析研究において、初発病変と再発病変の変異プロフ
ァイルを比較する研究は数多く行われているが、PCNSL においては中枢神経内
の原発巣病変と中枢神経外再発病変との変異プロファイルを比較する解析は、
本研究が初めてである。5 ペアのすべてが初発と中枢神経外再発の病変の間で、
複数の遺伝子変異が共有されていた。また、5 サンプルの初発の PCNSL におい
て、いくつかの変異は中枢神経外再発時には検出されなくなっていた。更に、中
枢神経外再発病変 5 サンプルの内、4 サンプルにおいては初発時には認められ
なかった遺伝子変異が観察された（Figure 15,16, Table 20）。初発の PCNSL の
病変に特異的に検出された体細胞変異のうち、TBL1XR1 遺伝子の変異について
は、全身性に発症した DLBCL よりも PCNSL に高頻度に検出されると報告さ
れている 22。一方、TP44 の皮下組織に認められた中枢神経外再発病変で検出さ
れた。SOCS1 変異は、原発性皮膚びまん性大 B 細胞リンパ腫、足型においてよ
り高頻度に検出されることが知られている 73。したがって、これらの遺伝子の体
細胞変異は、再発部位の特徴を反映している可能性がある。 これらの結果は、
PCNSL の原発病変と中枢神経外再発病変が、CPC からそれぞれ異なる変異の
蓄積を通じてお互い独立して腫瘍へ進展していった可能性を示唆している。 
最近の研究では、いくつかの血液癌における原発性および再発性の腫瘍が
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Figure 19 CPC から初発及び再発病変への分岐パターン 
本研究において解析対象となった T1、T5、TP39 における、CPC から初発及び再発腫瘍へ
の分岐パターンを、MCL,FL,CLL のそれと比較した。 
Stem cell; 幹細胞, Common precursor cell; 腫瘍前駆細胞 (CPC), IgH rearrangement; 免
疫グロブリン重鎖遺伝子再構成、Primary tumor; 初発病変、Relapsed tumor; 再発病変、
Somatic hyper mutation; 超体細胞性変異 
 
CPC から生じる可能性があることが報告されている 65-66, 73-75。MCL および FL
において、初発時と再発時に共通した遺伝子異常が認められたのと、初発時に認
めていた遺伝子変異の一部が再発時には消失しているという結果が得られ、ま
たこれらの免疫グロブリン重鎖遺伝子再構成（VH₋DH₋JH）は初発と再発病変
とで同一であった。これらの結果より、CPC の存在が示唆されたと同時に、IgH
再構成の後に MCL や FL の CPC が生じる可能性があることを示唆していると
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考えられる  (Figure 19)65-66。慢性リンパ性白血病  (Chronic lymphocytic 
leukemia; CLL)においても同様の解析について報告されている。CLL は、低悪
性度 B 細胞リンパ腫として分類され、その多くは緩徐な経過を辿るが、2~10％
の割合で増殖が速い腫瘍として再発することがあり、この状態は Richter 症候
群と定義されている 76。Richter 症候群の一部では、原発の CLL の病変と再発
した病変との間で異なるVDJ遺伝子再構成が観察され、VDJ再編成の前にCPC
が出現し、腫瘍への進展が起こることが示唆された (Figure 19)74-75。本研究で
は、 T1 の中枢神経外の再発病変および原発の PCNSL 病変の両方の CPC は、
FL および MCL の場合のように IgH 再構成の後に CPC が生じ、その後に初発
及び再発腫瘍への進展が起こり得ることを示唆する (Figure 19)。その一方で、
患者 T5 および TP39 の腫瘍内および腫瘍外には異なる IgH クローンが観察さ
れ、CLL における Richiter 症候群の場合と同様に、骨髄内における VDJ 再構
成に先立ってCPCから初発及び中枢神経外再発病変への進展が起こりうること
が示唆された (Figure 19)74-75。McCann らの既報では、3 人の PCNSL 患者の
末梢血または骨髄においてPCNSLの原発腫瘍と同じVDJ 再構成を有する IgH
クローンが検出されたと報告されている 77。これは、CPC から腫瘍への進展が、
この 3 人患者全員において VDJ 再編成の後に起きていた可能性があり、これ
は、本研究における患者 T1 の場合と同様のパターンである。その一方で、T5 お
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よび TP39 の場合は、VDJ 再構成のタイプがが原発の PCNSL の腫瘍と中枢神
経外再発病変との間で異なっており、こちらは既報にはないパターンであり、注
目すべき結果である。言い換えれば、これら 2 患者の場合は CPC から腫瘍への
分岐が VDJ 再構成よりも前のタイミングで起きている可能性を示唆しており、
VDJ 再構成が骨髄の中で起きる現象であることも踏まえて考えると、CPC が骨
髄に存在する可能性があるということが推測できる。 
 
B 細胞リンパ腫において認められる IgH と他の遺伝子との転座の中でも IgH 
/ BCL2 と IgH/CCND1 はそれぞれ濾胞性リンパ腫 (follicular lymphoma：FL)
とマントル細胞リンパ腫 (mantle cell lymphoma：MCL)に特異的であり、これ
らの転座は骨髄内で VDJ 再構成が起きるプレ B 細胞の段階で生じることが報
告されている。いくつかのタイプのリンパ腫においては、B 細胞または T 細胞
への分岐点よりも更に上流の造血幹/前駆細胞のタイミングで first hit として発
現し、腫瘍細胞の増殖や維持に関与するとされる遺伝子変異が同定されている。
CLL における NOTCH1 および SF3B1 変異 78、毛状細胞白血病における BRAF
変異 79 および TET2 / DNMT3A の血管免疫芽球性 T 細胞リンパ腫における変
異などがその例である 80-82。本研究において、コホート 2 を対象とした解析に
おいて、骨髄中の BMMNCs において MYD88 L265P 変異が頻繁に検出された
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ことは、PCNSL 患者において同変異が B 細胞分化プロセスの前または最中に
細胞が骨髄環境を離れる前に起こり、その後ナイーブ成熟 B リンパ球として末
梢リンパ器官に移動することを示唆する。 
本研究を通して、PCNSL の中枢神経外再発腫瘍が残存初発腫瘍からではなく、
初発腫瘍より遺伝子異常の少ない前駆細胞から生じていることが推測され、腫
瘍前駆細胞（CPC）の存在が示唆された。更に、これにより中枢神経外において
PCNSL の起源が存在する可能性を支持する結果を得られた。MYD88 が早い段
階での遺伝子イベントということが分かり、腫瘍の発症にかかわる遺伝子異常
の一つである可能性が考えられる。ここで、研究 1 の結論の部分でも言及した、
PCNSL における MYD88 変異の位置づけについて再度考察をしたい。臨床的な
面で考えると、iburitinib の効果は Systemic DLBCL よりも PCNSL の方が高
いことが知られている 40。これは、PCNSL における MYD88 は、早期に発現し
ているのみならず、依存度が Systemic DLBCL よりも高い可能性があることを
示唆している。ただ、その一方で、ibrutinib による無再発生存期間は平均で 5
カ月程度であり 40-41、BTK を阻害するのみでは治療として不充分である可能性
が示唆され、PCNSL が MYD88 L265P 変異に 100％依存しているわけではな
いことが考えられた。実際には、MYD88 変異に伴う BCR/NFκB singaling 
pathway の活性化以外の分子病態が積み重なった結果、PCNSL が発症してい
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ると考えられる。 
NFκB signaling pathway 以外の要因を考える上で重要となるのが、免疫環
境の違いである。過去の PCNSL に関する変異解析の論文においては、B2M や
CD58, HLA-A/-B などの免疫制御に関係する遺伝子において PCNSL の半数近
くの割合で変異を認めたこと(Braggio, Clinical Cancer Research 2015)や 24、
PDL-1 の発現上昇やゲノム増幅を半数以上の割合で認めたこと(Chapuy, Blood 
2016) 83などが既に報告されている。また PCNSL では腫瘍細胞がエンドセリン
B 受容体及び CXCL13 を介して腫瘍浸潤リンパ球中の cytotoxic T cell を調整
することで、宿主側の免疫を回避することが報告されている(Sugita, Brain  
2015) 84。これらのことから、PCNSL においては遺伝子異常に伴う免疫エスケ
ープも病態に深く関係している可能性が考えられる。 
具体的には、本研究において得られた結果や既報に基づいたエビデンスを断
片的につなぎ合わせて考えると、次のようなストーリーを描くことができる。つ
まり、頭蓋外の CPC が更に変異を重ねて腫瘍化していく過程で免疫回避能を獲
得し、免疫学的寛容部位である中枢神経に侵入し、続いてサイトカインやケモカ
インを分泌することにより周囲の免疫細胞を調節することで、宿主側の免疫を
回避して局所増殖を起こすと推測することができる。このことから、PCNSL の
微小腫瘍環境では特異的な炎症細胞の分布を認めることが予想される。腫瘍細
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胞-中枢神経内の免疫細胞の相互作用について明らかにし、その上でそれらの
PCNSL 発症における役割や分子メカニズムなどについて特定していくことが
今後の課題である。 
 
一方で、本研究において骨髄中の単核球細胞の ddPCR での解析の際に、リン
パ腫細胞の存在が免疫組織化学的評価およびフローサイトメトリーによって除
外されたとはいえ、これらの検査の検出感度以下の微小な割合で骨髄における
リンパ腫の浸潤の可能性が完全に除外されていないのが現状である。また、健常
者の MYD88 L265P 変異の存在の有無については、利用可能な検体が無かった
ため本研究では解析ができなかった。過去の報告で、MYD88 L265P 変異は、精
神医学的疾患を有する 12,380 人の患者のコホートの中で 1 人だけ、PBMNC か
ら 23％の VAF で検出された 85。17,182 人の別の大きなコホートにおいては同
変異を有する患者は確認されなかった 86。しかし、両方の研究において変異の対
立遺伝子頻度のカットオフレベルが 2％であったため、より小さな VAF の検体
が検出から免れた可能性がある。従って、MYD88 L265P を有する非常に少数
の細胞が健康な個体でさえも存在するという可能性を完全に排除することはで
きておらず、こちらは今後解明していくべき課題である。 
結論として、本研究のデータは、PCNSL の原発腫瘍および中枢神経外再発腫
113 
 
瘍が PCNSL の CPC に由来する可能性があることを示唆している。 初期の段
階で発生する遺伝学的イベントは MYD88 遺伝子の変異であり、CPC の出現は
その次の遺伝子変異の獲得に続く可能性がある。 これらのステップの正確な解
明は、新たに開発された標的薬物によるより強力なバイオマーカーおよび治療
アプローチの確立に寄与し得る。 
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5．全体の結語 
PCNSL に対する変異解析を基盤として、3 つの研究を行った。 
 研究 1 においては、MYD88 L265P 変異の有無が PCNSL の予後と関連する
ことが示された。研究 2 においては、原発腫瘍で MYD88 L265P 変異が陽性で
ある PCNSL 患者の血清中 cell-free DNA を ddPCR で解析することで、約 60％
の感度で同変異が検出できたことが判明した。研究 3 においては、PCNSL 
腫瘍前駆細胞が中枢神経外の骨髄に存在する可能性が示唆され、MYD88 L265P
変異が初期のイベントとして骨髄内の腫瘍前駆細胞に発現している可能性が示
された。 
 以上の結果を通じて、本研究成果が PCNSL の予後判断や血清を用いた診断
法に多大な寄与をする見込みがあることを証明することができた。 
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